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RESUMEN 
 
La Enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo, 
caracterizado por la presencia de tres síntomas principales tales como: (i) rigidez 
muscular, (ii) bradicinesia y (iii) temblor en reposo, además, puede presentarse 
inestabilidad postural y disminución de la expresión facial en los pacientes. 
Epidemiológicamente, afecta al 2-3% de la población mayor a 65 años, 
elevándose a un 3-5% en mayores de 80 años, presentando predominancia en 
el sexo masculino, siendo infrecuente antes de los 50 años. Con respecto a la 
patogénesis de la enfermedad, se describe la presencia de inclusiones 
citoplasmáticas en neuronas dopaminérgicas ubicadas en la Sustancia nigra pars 
compacta, llamados cuerpos de Lewy, los cuales poseen como principal 
compuesto la α-sinucleína. Actualmente el tratamiento es la levodopa, la cual 
posee un enfoque paliativo de la enfermedad, debido a que disminuye la 
sintomatología clásica, sin embargo, no evita la progresión de la enfermedad. Es 
por esto, que surge la necesidad de buscar nuevas alternativas al tratamiento 
actual, y que actúen evitando la progresión de la enfermedad, específicamente 
interactuando en el proceso de agregación, debido a los efectos citotóxicos de 
los oligómeros. Por lo tanto, en este trabajo se evaluó el nivel de inhibición de la 
agregación que presentaban seis polifenoles derivados del extracto del 
Rosmarinus officialis, realizando ensayos de agregación in vitro utilizando α-
sinucleína recombinante, siendo monitoreados por Tioflavina-T (ThT) luego de 24 
horas de incubación. Se realizó un screening de las seis moléculas, realizando 
posteriormente un ensayo de dosis-respuesta de la molécula que presentó mayor 
inhibición, para luego separar las estructuras formadas en presencia y ausencia 
del polifenol mediante cromatografía por exclusión de tamaño. A su vez, se 
comparó el efecto de la molécula en presencia de un inductor de la agregación, 
obteniendo diferencias significativas entre ambas condiciones. 
 
Palabras clave: parkinson, α-sinucleína, ThT. 
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CAPÍTULO 1 INTRODUCCIÓN 
 
 
La Enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo motor, 
caracterizado por la pérdida de neuronas dopaminérgicas ubicadas en la 
sustancia nigra pars compacta [1]. Fue descrita por primera vez, en el año 1817 
por James Parkinson por el nombre de parálisis agitante [2]. Asimismo, en el año 
1912 Friederich Lewy, describió inclusiones eosinofílicas localizadas en el 
citoplasma de las neuronas dopaminérgicas, denominándolas como cuerpos de 
Lewy (CL) [3]. Describió también, estructuras en los axones neuronales, siendo 
definidas posteriormente como neuritas de Lewy (NL) [4]. 
 
Ambas estructuras se componen de ubiquitina y en mayor cantidad α-
sinucleína, siendo esta última la responsable del aumento del estrés oxidativo al 
interior de la célula, luego de cambiar su conformación de α-hélice a hoja-β, 
desencadenando la permeabilización de la membrana, la perdida de la 
transmisión de neurotransmisores y por consecuencia, la muerte celular [3,5]. 
 
La enfermedad se caracteriza por la presencia de tres síntomas clásicos: (i) 
temblor en reposo, (ii) bradicinesia, que corresponde a la lentificación del 
movimiento y (iii) rigidez muscular. Se describe, además, inestabilidad postural, 
expresión facial de mascara y flexión postural [1,3,5]. Debido al daño neurológico 
que sufren los pacientes, se han observado desordenes cognitivos como 
demencia, déficit atencional, problemas para el procesamiento visual-espacial y 
pérdida de memoria, sin embargo, es complejo aun atribuirlo solamente a la EP, 
ya que puede correlacionarse como consecuencia de la edad avanzada de los 
pacientes [6].  
 
Epidemiológicamente, la enfermedad inicia entre los 50 a 60 años, afectando 
a un 1-2% de la población mayor de 65 años, elevándose a un 3-5% en mayores 
de 85 años. En Chile, el grupo etario mayor a 60 años corresponde al 11,4% de 
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la población, y el grupo etario mayor a los 65 años al 8%, estimándose para el 
año 2050 que habrá cerca de un 23,5% de adultos mayores sobre los 60 años 
de edad [7]. Un estudio realizado en el año 2013 en Chile señaló que existen 
cerca de 40.000 pacientes con EP, y se detectó que, entre los años 1997 y 2008, 
hubo un incremento en la tasa de mortalidad cruda, aumentando desde 0,79 en 
1997 hasta 3,0 en 2008 [8]. 
 
En la actualidad, la EP es tratada farmacológicamente con levodopa, debido a 
que la dopamina no puede cruzar la barrera hematoencefálica. El fármaco actúa 
en diferentes vías metabólicas a nivel neuronal, experimentando el paciente 
mejoría sustancial de la sintomatología clásica de la enfermedad, sin embargo, 
tras 5 años del tratamiento, cerca del 40% de los pacientes desarrollan 
complicaciones secundarias, asociadas a una disminución del efecto, junto a la 
aparición de movimientos espontáneos [9]. 
 
Es por esto, que surge la necesidad de buscar nuevas alternativas al 
tratamiento actual de la EP, especialmente hacia la exploración de moléculas que 
actualmente son conocidas por poseer capacidades antioxidantes. Numerosos 
estudios han señalado que los catecoles, que son moléculas con propiedades 
antioxidantes, tendrían la capacidad de unirse a especies toxicas a nivel celular, 
estableciendo un equilibrio entre ellas, permitiendo su eliminación [10], siendo 
similar al efecto producido por la dopamina al inhibir la formación de agregados 
de α-sinucleína, formando oligómeros solubles, sin capacidad agregante ni 
neurotóxica [11]. Un estudio reciente demostró la capacidad del ácido fúlvico, la 
cual es una molécula de origen natural con propiedades antioxidantes, de poder 
inhibir el proceso de formación de fibras amiloides, favoreciendo la 
desestabilización de las fibras que la componen, impidiendo su agregación [12].  
 
Dados los estudios realizados sobre la prevalencia de la enfermedad en Chile, 
junto al creciente envejecimiento de la población, se esperaría que, a largo plazo, 
exista un aumento progresivo de los casos de pacientes que padezcan la EP, por 
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lo que es necesario buscar moléculas que tengan la capacidad de interferir en el 
proceso de agregación de la α-sinucleína, dada la importancia que presenta este 
mecanismo en la patogenia en la EP. 
 
En la presente Unidad de Investigación realizada en el segundo semestre del 
año 2016, desarrollada en los laboratorios de Ciencias Aplicadas a Tecnología 
Médica (CATEM) de la Universidad Andrés Bello, se realizó la evaluación de la 
capacidad inhibitoria que presentaban ciertos polifenoles, frente al proceso de 
agregación que sufre la α-sinucleína, utilizando un ensayo de agregación in vitro 
con α-sinucleína recombinante obtenida a partir de cultivos de Escherichia coli 
BL21 (DE3) y purificada mediante cromatografía de afinidad a metales (IMAC). 
Las moléculas probadas provenían de una planta llamada Rosmarinus officialis, 
conocida comúnmente como Romero, siendo utilizada por sus propiedades 
antioxidantes y antiinflamatorias. El proceso de agregación fue monitoreado 
mediante tioflavina-T (ThT), siendo separadas las estructuras proteicas formadas 
durante el ensayo por medio de cromatografía por exclusión de tamaño (SEC). 
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CAPÍTULO 2 MARCO TEÓRICO 
 
2.1 α-sinucleína 
 
 
La α-sinucleína fue descrita por primera vez en el año 1988 por Maroteaux 
et al. como una proteína especifica de las neuronas, localizada en terminales 
presinápticos y en el núcleo, siendo catalogada después como parte de la familia 
de las sinucleínas [13].  
 
 
2.1.1 Estructura 
  
 
La α-sinucleína es una proteína presináptica soluble de 140 aminoácidos, con 
un peso molecular de 14,5 kDa [14] y un pKa de 4,7 [5]. Esta codificada por un 
único gen llamado SNCA, que posee siete exones localizados en el cromosoma 
4 [15].  
  
Estructuralmente, la proteína puede dividirse en tres regiones (Figura 1 y 2) 
con diferentes propiedades y funciones cada una de ellas, además de poseer dos 
residuos de fenilalanina (Phe) y cuatro de tirosina (Tyr), sin embargo, no posee 
residuos de triptófano (Trp):  
 
i. La región anfipática amino terminal (N-terminal) con los residuos desde 1 
a 60 [15], con un rol crucial en la modulación de las interacciones con 
membranas [5], así como también, un motivo hexamérico conservado 
(KTKEGV), similar al dominio α-helicoidal presente en la unión con 
membranas lipídicas [15,16]. Presenta dentro de su estructura, dos 
aminoácidos aromáticos: Phe4 y Tyr39 [3]. 
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ii. La región hidrofóbica central con los residuos de 61 a 95, también 
conocida como NAC (non-Abetacomponent of alzheimeramylod), contiene 
tres motivos conservados (KTKEGV) [5,15]. Se cree que es la región 
responsable de la agregación proteica [16], debido a que la deleción in 
vitro de la secuencia que posee este motivo, provocaría la disminución de 
la oligomerización de la α-sinucleína y la formación de fibrillas [5]. Posee 
un aminoácido aromático: Phe94 [3] 
 
iii. La región carboxilo terminal (C-terminal) con los residuos de 96 a 140 [15], 
se encuentra implicada en la regulación de la localización nuclear, así 
como la interacción con metales, moléculas pequeñas y algunas proteínas 
[5]. Por otro, está altamente enriquecida en residuos ácidos y prolinas [15], 
lo que impide su unión con lípidos [16]. Posee tres aminoácidos 
aromáticos: Tyr125, Tyr133, Tyr136, y no posee residuos de Trp [3].  
 
 
Figura 1 Secuencia aminoacídica de la α-sinucleína.  
En la figura se observan los aminoácidos aromáticos de color azul, los ácidos de color rojo y las lisinas 
de color verde [3] 
 
 
Figura 2 Esquema de las tres regiones de la α-sinucleína [3] 
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Con respecto a su estructura primaria, la α-sinucleína en soluciones acuosas, 
presenta conformación random coil [17], sin embargo, al estar en presencia de 
fosfolípidos con carga negativa, aproximadamente los primeros 100 aminoácidos 
de la proteína, presentes en la región N-terminal, tienden a facilitar la unión con 
lípidos, adoptando una conformación α-helicoidal [3,16].  Aparentemente, las 
propiedades multifuncionales que posee la α-sinucleína, le otorgan la capacidad 
de adoptar diferentes conformaciones al interactuar con membranas biológicas o 
de diferente composición, con proteínas o complejos proteicos [3,5,14,18], 
generando diferentes estados conformacionales destacando:  
a. Estado intrínseco de la α-sinucleína en condiciones in vitro e in vivo [19]. 
b. Estado de glóbulo pre-unido en condiciones de bajo pH, altas 
temperaturas [38], baja concentración de solventes orgánicos, iones 
metálicos, pesticidas, heparinas, siendo el resultado de la 
oligomerización espontanea in vitro e in vivo [19]. 
c. Conformación α-hélice unida a membranas biológicas o sintéticas 
[14,19]. 
d. Conformación α-hélice y hoja-β en presencia de solventes orgánicos, 
en largos periodos de incubación favorece la aparición de agregados 
amorfos [19]. 
e. Dímeros: formados durante largos periodos de incubación, previo a la 
formación de oligómeros y agregados [19]. 
f. Oligómeros: formados a partir de uniones covalentes y no-covalentes 
de los dímeros, generando especies oligoméricas con diferentes 
morfologías [19]. Por otra parte, la adición de metales como Cu, Fe, Ni, 
Mg, Zn [41,44], favorece la oligomerización, generando oligómeros de 
tipo esféricos [19]. 
g. Finalmente se observan los agregados insolubles los cuales poseen 
dos tipos de morfología: agregados amorfos en soluciones con altas 
concentraciones de alcohol, o bien, fibrillas tipo amiloide ricas en hoja-
β [15], presentes mayoritariamente en la fase final del proceso de 
agregación de la α-sinucleína [32-33]. 
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2.1.2 Función fisiológica 
 
 
La α-sinucleína se ubica en los terminales presinápticos de las neuronas 
dopaminérgicas [5], estimándose que corresponde a un 1% de las proteínas 
solubles citoplasmáticas, localizadas a nivel cerebral [15]. Con respecto a sus 
funciones, estas se relacionan con la liberación y transporte de vesículas 
sinápticas, unión entre ácidos grasos, y la regulación de enzimas, 
transportadores y vesículas que contienen neurotransmisores [15]. Además, se 
describe su participación en la plasticidad sináptica y el aprendizaje [14]. 
 
Por otro lado, la α-sinucleína se encuentra interactuando con las membranas 
celulares en su conformación de α-hélice [3], modificando su estructura de 
acuerdo con el tipo de membrana con la que se encuentra relacionada [14]. A su 
vez, presenta interacciones con diversas proteínas encargadas de la exocitosis, 
siendo alguna de ellas la fosfolipasa D2 y las GTPasas [5]. Numerosos estudios 
han señalado la presencia de la α-sinucleína en complejos proteicos 
presinápticos llamados SNARE (Soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) 
attachment protein (SNAP) receptor) [5,14], controlando la degradación, 
ensamblaje, mantenimiento y distribución de neurotransmisores, incluida la 
dopamina (Figura 3) [20]. La proteína SNARE se encuentra relacionada con vías 
endocíticas [5,21] y junto a la α-sinucleína, posee mayor eficiencia para la 
exocitosis de vesículas sinápticas [14]. 
 
Es importante considerar que, de manera fisiológica, la α-sinucleína se 
encuentra en conformación α-hélice unida a membranas, formando oligómeros 
estables, existiendo en equilibro entre sus diferentes estados conformacionales, 
junto a los oligoméricos. Sin embargo, diversos factores como el estrés oxidativo, 
modificaciones post-traduccional, proteólisis y las concentraciones de ácidos 
grasos, fosfolípidos y metales, inducirían o modularían, la estructura y 
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oligomerización in vitro, influyendo en el equilibrio entre monómeros y oligómeros 
in vivo [5,19].  
 
 
Figura 3 Funciones fisiológicas de la α-sinucleína.  
Se describen los roles de la α-sinucleína (color azul) en el terminal presináptico, específicamente en la 
regulación del tráfico y liberación de vesículas que contienen neurotransmisores, así como la interacción 
entre las proteínas SNARE asociadas a membranas (t-SNARE) (color verde), como a vesículas (v-SNARE) 
(color naranjo). La α-sinucleína de color rojo, describe la participación en el reciclaje de vesículas, y la 
promoción de estabilidad entre los terminales sinápticos y los complejos t-SNARE. 
    
 
2.1.3 Agregación proteica 
 
 
En la patogenia de la EP, se describe la presencia de depósitos insolubles de 
agregados eosinofílicos en el citoplasma de las neuronas dopaminérgicas (figura 
4), ubicadas en la sustancia nigra pars compacta, llamadas cuerpos de Lewy (CL) 
y neuritas de Lewy (NL), siendo la α-sinucleína, el componente principal de 
dichos agregados [1,23]. En dicho lugar, se produce la mayor pérdida de células 
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nerviosas, generando la disminución de la dopamina y el aumento de las 
alteraciones motoras, sin embargo, dicha perdida no está asociada solamente a 
dicha región, ya que se presentan ambas inclusiones en el núcleo motor del 
nervio vago, hipotálamo, núcleo basal de Meynert, locus ceruleus, corteza 
cerebral, bulbo olfatorio y en el sistema nervioso autónomo [1,24]. 
 
A su vez, tanto los CL como las NL, constituyen las características 
neuropatológicas de la demencia por cuerpos de Lewy (DCL), existiendo 
solamente ella, o en conjunto con otras enfermedades neurodegenerativas como 
la enfermedad de Alzheimer [5]. 
 
Los niveles de α-sinucleína en el sistema nervioso central, depende del 
balance entre los niveles de síntesis, agregación y clearance [25]; un desbalance 
entre los mecanismos mencionados causaría una disfunción en una o más vías 
involucradas, favoreciendo la formación y acumulación de especies oligoméricas 
y fibrilares.  
 
 
Figura 4 CL y NL en pacientes con EP (A y B) y DCL (C).  
En la figura se observa: (A) CL concéntrico en una neurona pigmentada en la sustancia nigra. (B) CL 
cortical presente en la corteza temporal, teñido con hematoxilina y eosina. (C) CL presente en una neurona 
pigmentada en la sustancia nigra, teñido con anti α-sinucleína [26]. 
 
 
2.1.3.1 Mutaciones genéticas 
 
Por otro lado, tanto la EP, como la DCL presentan una acumulación y 
distribución de α-sinucleína en diferentes regiones cerebrales, sin embargo, 
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algunas formas familiares del Parkinson, presentan mutaciones en el gen SNCA 
resultando en el aumento de la expresión de α-sinucleína; las mutaciones 
puntuales son A53T, A30P y E46K, las que favorecen la oligomerización de la 
proteína además de la formación de fibrillas [1,11,27], sin embargo, solo dos de 
ellas (E46K y A53T) realizan fibrilación in vitro e in vivo, ya que la mutación A30P 
está relacionada con la fibrilación de α-sinucleína in vivo, presentándose 
mayoritariamente en los CL [5]. Dichas mutaciones favorecerían el aumento de 
la agregación de α-sinucleína, debido al incremento en el nivel crítico requerido 
para iniciar la polimerización de la proteína [11]. Un polimorfismo presente en la 
región promotora del gen SNCA llamado Rep1, favorece el aumento de la 
expresión de α-sinucleína [28].  
 
En el año 1997, se identificaron dos loci asociados a los CL llamados: PARK3 
presente en el cromosoma 2p13 [29] y el PARK4 ubicado en el cromosoma 4p15 
[30]. Este último generalmente se encuentra en la DCL, presentándose 
mayoritariamente en las células gliales [1]. En el año 1998, se descubrió una 
nueva mutación llamada PARK2, la cual fue identificada como la causa genética 
del parkinsonismo juvenil autosómico-recesivo [27,31]. 
 
 
2.1.3.2 Formación y estructura de los agregados proteicos 
 
 
Diversos estudios señalan que el proceso de agregación posee un mecanismo 
dependiente de nucleación y polimerización, terminando en la formación de fibras 
amiloides [32,33]. La fase inicial se denomina fase de retardo (lag-phase) 
caracterizada por iniciar con una nucleación, luego con una fase exponencial, 
seguido de la etapa de crecimiento y propagación de intermediarios, terminando 
en una fase estacionaria (figura 5) [33]. Dicho proceso de agregación depende 
de la estructura que posea la α-sinucleína, así como también, los factores 
externos que estén involucrados en la formación de los agregados, por ejemplo: 
pH, temperatura, concentración de iones metálicos, agentes pesticidas [5, 33]. 
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Figura 5 Representación del proceso de agregación de la α-sinucleína.  
La curva azul representa la formación de fibras amiloideas, además se describen tres etapas: (a) fase 
de retardo, (b) fase de crecimiento exponencial y (c) fase estacionaria de equilibrio entre fibras maduras y 
monómeros. 
 
En condiciones adecuadas, la α-sinucleína puede formar agregados 
morfológicamente diferentes como oligómeros, agregados solubles, oligómeros 
unidos por enlaces de tirosina, además de agregados insolubles amorfos y 
fibrilares amiloideos [32].  
 
Particularmente, el proceso de agregación comienza con monómeros no 
unidos que comienzan a interaccionar con dímeros inestables presentes en el 
citoplasma neuronal, generando lentamente variaciones morfológicas en los 
oligómeros preformados, incluyendo formas esféricas o en forma de anillo, los 
cuales generarán posteriormente fibrillas. Los oligómeros de α-sinucleína se 
convierten en fibrillas gracias a la adición de monómeros, mediante mecanismos 
de polimerización (Figura 6) [5]. Es importante considerar que, durante el proceso 
de agregación, la α-sinucleína sufre un cambio conformacional desde su forma 
nativa α-hélice, presente en membranas celulares, a hoja-β, presente 
principalmente en fibras amiloides [15], siendo la estructura principal de los CL 
[1,5,22], los cuales corresponden a los marcadores histopatológicos de la EP 
[3,5].  
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En la DCL, se evidencia diferentes conformaciones estructurales de agregados 
proteicos, incluyendo oligómeros, protofibrillas y fibrillas, siendo estas últimas 
detectadas en los CL, específicamente en los somas neuronales [4,5,22], a 
diferencia de los agregados oligoméricos, que se encuentran localizados en los 
axones y terminales presinápticos [5], predominando las NL [4]. Diversos reportes 
describen la presencia de elevados niveles de oligómeros de α-sinucleína en 
pacientes post-mortem con DCL [33]. 
 
 
 
Figura 6 Mecanismo de agregación de la α-sinucleína [5]. 
 
2.1.3.3 Agregación in vitro de α-sinucleína 
 
El proceso de agregación de α-sinucleína posee un rol crucial en la patogenia 
de la EP, constituyendo los ensayos in vitro de agregación, una herramienta 
importante para el estudio de los mecanismos involucrados en las enfermedades 
neurodegenerativas. Por otro lado, los ensayos in vitro permiten llevar a cabo la 
búsqueda de nuevas moléculas capaces de interferir en la formación de fibrillas, 
ayudándonos a comprender el mecanismo donde cambia estructuralmente la α-
sinucleína, pasando desde ser soluble a formar fibrillas de hoja-β insolubles, 
además de establecer las bases para el desarrollo de nuevas terapias a las que 
actualmente existen para el tratamiento de la EP [34].  
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En primera instancia, es importante considerar que es necesaria la presencia 
de concentraciones de proteína altamente puras, utilizando comúnmente 0,5 a 1 
mg/mL (35-70 μM) para llevar a cabo los ensayos de fibrilización [34]. A su vez, 
otros estudios sugieren la utilización de concentraciones más altas, 
comprendidas entre 5 a 7 mg/mL [35], sin embargo, la mínima concentración para 
la realización de los ensayos es de 2 mg/mL, cual corresponde aproximadamente 
a 14 μM [36]. Por otra parte, se ha reportado que un aumento significativo en la 
concentración, cercano a los 8.2 mg/mL, disminuiría la fase inicial o lag-phase, 
del proceso de fibrilización [33,34]. 
 
Uno de los factores más importantes a considerar para llevar a cabo los 
ensayos de agregación, corresponde a la agitación, debido a su impacto en la 
cinética del proceso de fibrilización [34]. Diversos reportes señalan que a medida 
que aumenta la velocidad de agitación, mayor es la colisión entre las especies 
oligoméricas y monoméricas, lo que aumentaría la interacción con las fibras ya 
formadas [37]. Un estudio realizado por Uversky, señala que la agitación es uno 
de los mayores determinantes de la fibrilización de la α-sinucleína [38]. 
 
Es fundamental la reproducibilidad de los ensayos in vitro, por lo que hay que 
considerar los factores externos al ensayo. En la literatura, Giehm y sus 
colaboradores, señalan que existen factores exógenos que pueden modular e 
interactuar directamente en el proceso de agregación de α-sinucleína, 
considerando la relevancia de la temperatura, el pH y la fuerza iónica [39]. 
Particularmente, una disminución del pH o un aumento de la temperatura, 
afectaría acelerando la cinética de la agregación, y por consecuencia la fase de 
retardo o lag-phase [38]. Por otro lado, una elevación de la temperatura 
favorecería la formación de interacciones hidrofóbicas fuertes, causando la 
disminución del pH y la carga neta de la proteína, contribuyendo a la aparición 
de intermediarios parcialmente formados de α-sinucleína [34]. Con respecto al 
efecto de la fuerza iónica en la agregación de α-sinucleína, esta se ve involucrada 
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en el aumento de los niveles de fibrilización correlacionándose con el aumento 
progresivo de las sales utilizadas, considerando como máxima concentración 300 
mM NaCl [40] 
 
Diversos estudios señalan la importancia que poseen los metales debido a la 
influencia que ejercen en la formación de fibrillas [15]. Particularmente, los iones 
metálicos participan estimulando los cambios conformacionales de la proteína, 
así como también, el desarrollo de especies intermediarias, precursoras de las 
fibrillas [5]. Por otro lado, se describe el efecto que posee la exposición constante 
a metales, siendo un factor de riesgo para el desarrollo de la EP; especies como 
el manganeso, hierro, aluminio, zinc y cobre, estarían involucrados en la 
patogénesis de la enfermedad [41]. 
 
2.1.3.4 Toxicidad de los agregados proteicos en las neuronas 
 
El proceso de agregación patológica de α-sinucleína, finaliza con la presencia 
de diversas especies oligoméricas ricas en hoja-β de diferentes tamaños con la 
capacidad de inducir tanto la agregación de la α-sinucleína, como toxicidad a 
nivel neuronal [5]. Numerosos estudios reportan que las formas amiloidogénicas 
de bajo peso molecular son las responsables de la neurotoxicidad y progresión 
de la enfermedad [42], específicamente los oligómeros pre fibrilares y las 
protofibrillas [34,43,44].  
 
Por otro lado, diversos factores tanto internos como externos, influirían en la 
permeabilización de membranas celulares, favoreciendo el estrés oxidativo 
celular, debido a que las especies oligoméricas tendrían la capacidad de 
aumentar la permeabilidad de la bicapa lipídica por medio de la formación de 
poros [3,5], aumentando Ca+2 intracelular y disminuyendo los niveles de proteínas 
sinápticas, aumentando los niveles de especies reactivas de oxígeno, 
desencadenando la muerte celular [5,45]. Bajo condiciones in vitro, el aumento 
de la concentración de α-sinucleína [33,34], los largos periodos de incubación a 
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37°C, la adición de metales específicos como Fe+2, Cu+2 y Zn+2 [5,15,41,44], la 
nitratación o la aplicación de dopamina induciría la formación de fibrillas [5].  
 
Diversos estudios han señalado la participación de las mutaciones A53T y 
A30P, como las responsables de la disminución de la función mitocondrial, 
producto del aumento de las especies oxidativas al interior de la célula [43], a 
causa del cambio en la morfología celular, producto de la interacción entre los 
oligómeros de α-sinucleína y el complejo I de la mitocondria, el cual está asociado 
con la mitofagia (función celular relacionada con la autoeliminación de 
mitocondrias dañadas) [46]. 
 
Bajo condiciones fisiológicas, se ha considerado que la α-sinucleína solo está 
presente intracelularmente, asociada a vesículas [15], sin embargo, 
recientemente se ha sugerido que, bajo ciertas circunstancias, los oligómeros de 
α-sinucleína son eliminados desde la neurona por mecanismos secretores 
inusuales [47], observándose la presencia de inclusiones de fibras amiloides en 
otras regiones cerebrales (figura 7) [48]. Tanto la presencia de fallas en los 
sistemas de control del ambiente neuronal como chaperonas, proteosomas de 
ubiquitina y los fagosomas-lisosomas, además de las vías de eliminación 
intracelular, como la autofagia, contribuirían a la liberación de α-sinucleína desde 
la neurona, provocando la aparición de inclusiones citoplasmáticas en otras 
regiones cerebrales (figura 8) [6,24]. Este proceso se iniciaría con la fase de 
nucleación involucrada en el proceso de agregación de la α-sinucleína, para 
luego continuar con el desarrollo del oligómero, gracias a la adición de 
monómeros a la fibra preformada [5,33]; los mecanismos involucrados en la 
propagación de los oligómeros de α-sinucleína son: exocitosis [49], liberación 
exosomal [47] y penetración directa [50], transmisión trans-sináptica o por 
receptores de membrana [5]. Diversos estudios in vivo realizados en cultivos 
celulares han descrito la aparición de CL en las células aledañas al sitio de 
adición de α-sinucleína recombinante [51].  
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Figura 7 Presencia de α-sinucleína en otras regiones cerebrales. 
En la figura se describe el avance de los agregados de α-sinucleína en otras regiones cerebrales, 
observándose diferentes etapas: (Etapas 1-2) presencia en bulbo olfatorio y en el núcleo motor dorsal del 
vago y el nervio glosofaríngeo. (Etapas 3-4) desde el tronco encefálico, asciende la patológica a través de 
la protuberancia hasta el cerebro medio. (Etapas 5-6) ascenso final hasta el Neocórtex [48]. 
 
24 
 
 
Figura 8 Modelo que explica la toxicidad y propagación de la α-sinucleína. 
Fisiológicamente, la α-sinucleína posee una conformación random coil unida a membranas, sin embargo, 
bajo condiciones patológicas, cambia su conformación, generando especies neurotóxicas como los dímeros, 
trímeros, oligómeros, con capacidad de formar, luego de iniciar el proceso de agregación, especies 
intermediarias, protofibrillas y finalmente fibras amiloides, siendo estos últimos, los componentes principales 
de los CL y NL [6]. 
 
 
2.2 Búsqueda de nuevas opciones al tratamiento actual de la EP 
 
Debido al potencial neurotóxico que poseen cada una de las especies 
oligoméricas de α-sinucleína formadas durante el proceso de agregación, han 
surgido diversas hipótesis con respecto a los posibles blancos terapéuticos que 
se podrían abordar a fin de lograr la disminución de los niveles intracelular como 
extracelular de α-sinucleína. Algunos de ellos están relacionados con la 
reducción de la expresión de la proteína al silenciar el gen o el promotor del gen 
SNCA con microRNA, además de promover la unión con moléculas de tipo 
chaperonas, favoreciendo la estabilización del estado nativo de la α-sinucleína 
[5].  
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En la actualidad, el tratamiento actual de la EP es la levodopa, debido a que 
la dopamina no puede atravesar la barrera hematoencefálica, y el fármaco lo 
hace mediante transporte facilitado., para luego ser convertida mediante la 
descarboxilasa de la dopamina, en dopamina a nivel cerebral, estimulando los 
receptores dopaminérgicos tipo 1 y tipo 2, estos últimos, estarían asociados a 
complicaciones motoras [9]. Dada la progresión de la EP, los pacientes presentan 
diversas complicaciones psiquiátricas como problemas en el aprendizaje y 
trastornos conductuales [6], sin embargo, el 40% experimenta alteraciones 
motoras, denominadas fenómenos on-off [27,52]. Los fenómenos on se refieren 
a la respuesta adecuada al tratamiento farmacológico, experimentando mejoría 
clínica, y los fenómenos off cuando la duración de la respuesta disminuye, y la 
sintomatológica parkinsoniana aumenta [52]. 
 
Es por esto, que actualmente la búsqueda de moléculas constituye un campo 
de investigación mucho más amplio y con más beneficios para el paciente, debido 
a que las moléculas que han reportado actividad antioxidante y protectora para 
el sistema nervioso central se encuentran en diversos alimentos y plantas, por lo 
que estimular el consumo de dichos alimentos, influiría directamente en el avance 
de diversas enfermedades neurodegenerativas. Diversos estudios señalan que 
moléculas clasificadas como polifenoles, que en su estructura química poseen un 
grupo catecol con un grupo hidroxilo (OH) en posición 3,4-ortho, poseerían la 
capacidad de disminuir especies oxidativas como los radicales libres, provocando 
un efecto antioxidante y cito-protector significativo, además de antialérgico, 
antiviral y antiinflamatorio [53,54].  
 
La dopamina, que es un catecol oxidado fisiológicamente, posee una especie 
reactiva ortho-quinona (o-quinona), que posee la capacidad de formar enlaces 
covalentes con cisteínas (aminoácido que posee la α-sinucleína) y otros residuos 
nucleofílicos [5]. Por otra parte, diversos ensayos in vitro han demostrado la 
capacidad que poseen los catecoles oxidados de inhibir la formación de 
agregados de α-sinucleína, debido a que logran estabilizar los oligómeros 
26 
 
intermediarios, sin embargo, en ausencia de ellos, como sucede en la patogenia 
de la EP donde se pierden neuronas dopaminérgicas [3,19], aumentarían los 
niveles de especies oligoméricas de mayor tamaño como las prefibrillas, 
favoreciendo la formación de la fibra amiloide [11,12].  
 
Con respecto a los extractos evaluados en los ensayos de agregación, estos 
provienen del Rosmarinus officialis, conocido también como Romero, una planta 
del mediterráneo descrita por la presencia de compuestos dentro de su estructura 
química, con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, llamados polifenoles 
[55], los cuales constituyen un blanco ideal para la búsqueda de moléculas que 
puedan participar en el proceso de agregación de α-sinucleína. Particularmente, 
la actividad de los extractos se debe a la presencia del ácido caféico y 
rosmarínico [56]. 
 
 
2.2.1 Estudios previos con moléculas antioxidantes 
 
En la actualidad, la búsqueda de nuevas moléculas que participen en la 
inhibición del proceso de agregación de la α-sinucleína, constituye un campo aun 
no explorado en su totalidad, debido al gran número de alimentos que poseen 
propiedades antioxidantes naturales debido a la presencia de polifenoles 
presentes en su estructura química, sea el caso por ejemplo del té, el vino, los 
chocolates, las frutas y vegetales, beneficiando en la disminución del riesgo de 
las enfermedades crónicas y el avance de las enfermedades neurodegenerativas 
[56-57]. En el año 2014, Lorenzen describió el potente efecto inhibitorio de un 
polifenol presente en el té verde, describiendo su modelo de actividad de dos 
maneras: en primer lugar, actuaria directamente sobre el proceso de agregación, 
generando especies monoméricas de α-sinucleína, reestructurando los 
oligómeros y, por otra parte, remodelando las fibras de α-sinucleína, generando 
especies no toxicas celularmente [58].  
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2.3 Técnicas de monitoreo de agregación 
 
2.3.1 ThT 
  
En el año 1959, Vassar y Culling demostraron el potencial que poseía la 
fluorescencia en el diagnóstico de fibras amiloides, describiendo el uso de la 
solución benzatiol ThT, como un potente marcador en histología, debido a su 
emisión de fluorescencia selectiva, al unirse a la hoja-β presente en las fibras 
amiloides, permitiéndonos monitorear la cinética del proceso de fibrilación in vitro 
[34,59]. En la actualidad, el ThT es el marcador más utilizado en los ensayos in 
vitro para demostrar la actividad inhibitoria de moléculas en enfermedades 
relacionadas con la formación de fibras amiloides como la enfermedad de 
Alzheimer, la EP y la amiloidosis [60]. 
 
En la EP, la fibra amiloide se forma gracias al cambio conformacional que sufre 
la α-sinucleína, desde α-hélice a hoja-β, generando un modelo de canal formado 
por diversas capas de láminas de hoja-β, exhibiendo sitios de unión al ThT, 
debido a la especificidad del marcador fluorescente por dichas estructuras (figura 
9). Al estar unido a fibras amiloides, el ThT presenta una excitación máxima entre 
385 nm a 450 nm y una emisión máxima entre 445 nm y 482 nm [33,59]. 
 
 
 
 
Figura 9 Modelo de canal de la fibra amiloide, además de la unión del ThT a los sitios de unión [59]. 
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2.3.1.1 Fluorescencia en el estudio de proteínas 
 
La fluorescencia es un fenómeno molecular basado en la capacidad de una 
sustancia de absorber luz y luego irradiar parte de ella mediante la emisión de 
otro color, conociéndose dicho proceso como excitación y emisión [59]. Para la 
evaluación de la agregación de α-sinucleína, se utiliza la fluorescencia intrínseca 
generada por los aminoácidos aromáticos Phe y Tyr, sin embargo, Tyr exhibe un 
mayor cambio en el espectro de emisión desde 305 a 340 nm, siendo insensible 
a la polaridad del solvente [3,61], permitiendo monitorear el proceso de fibrilación, 
tanto en ensayos de agregación in vitro, como en la interacción de la α-sinucleína 
con las vesículas lipídicas [3].  
 
 
2.4 Técnicas de purificación y separación de proteínas 
 
Una de las formas ideales para obtención de proteína recombinante es a partir 
de cultivos celulares, utilizando modelos bacterianos con capacidad de producir 
grandes cantidades de proteína recombinante, como lo es la Escherichia coli (E. 
coli) BL21 (DE3) [62]. Sin embargo, es necesario la utilización de metodologías 
que permitan separar la proteína recombinante del resto de las proteínas 
bacterianas, posterior a la fase de inducción de la proteína, así como la 
purificación de la proteína gracias a la presencia de regiones aminoacídica, 
permitiendo una elusión específica del analito. 
 
 
2.4.1 Cromatografía de afinidad a metales (IMAC) 
 
Definida en inglés como Immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC), 
es un tipo de cromatografía, basada en la interacción de un metal contenido en 
una matriz -fase inmóvil-, con una secuencia de aminoácidos especifica [62]. 
Existen diferentes tipos de metales presentes en la matriz como por ejemplo Co+2, 
Ni+2, Cu+2, Zn+2 [63], además de ser necesario una fase móvil capaz de eluir la 
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proteína retenida en la columna, por lo que para la cromatografía de tipo IMAC, 
se utiliza Imidazol, el cual es un análogo de la histidina, que actúa 
competitivamente sobre las uniones de la cadena de histidinas sobre la fase 
inmóvil [62,64]. Particularmente el metal presente en la matriz participa como un 
grupo dador de electrones en los anillos imidazólicos de las histidinas, formando 
enlaces de coordinación con la proteína, permitiendo la retención y elusión 
mediada por buffers [62,65].  
 
 
2.4.2 Cromatografía de exclusión de tamaño (SEC) 
 
Definida en inglés como Size-exclusion chromatography (SEC), es un tipo de 
cromatografía basada en el principio de la separación de analitos en base a su 
tamaño, manteniendo su capacidad biológica [63], y utilizando una curva de 
calibración, derivada de una serie de analitos con tamaños conocidos, para 
estimar el que posee el analito desconocido [66]. La separación se lleva a cabo 
gracias a la presencia de poros en el gel contenido en la matriz, capaz de separar 
las proteínas o péptidos en base a su tamaño; en la actualidad se utiliza poros 
de sílice capaces de aumentar el rendimiento en la separación de partículas de 
bajo tamaño molecular [66]. Para realizar la detección de los analitos, se utilizan 
longitudes de onda del espectro UV, siendo 210, 214 y 220 nm las más utilizadas. 
A su vez, se utiliza una longitud de onda cercana a 280 nm para la detección de 
aminoácidos como Tyr y Trp, debido a su sensibilidad analítica para realizar la 
lectura de sus absorbancias [67] 
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CAPÍTULO 3 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
  
3.1 Hipótesis 
  
“Diversos compuestos de origen natural aislados de Rosmarinus officinalis, 
inhiben el proceso de agregación en un modelo in vitro de sinucleína”   
 
3.2 Objetivos  
  
3.2.1 Objetivo general 
  
Estudiar el efecto inhibitorio de diferentes polifenoles, frente al proceso de 
agregación de la α-sinucleína. 
  
3.2.2 Objetivos específicos 
 
- Comparar la capacidad inhibitoria de una serie de moléculas frente al 
proceso de agregación de α-sinucleína. 
- Cuantificar el nivel de inhibición de la agregación de los diferentes 
extractos naturales, sobre el proceso de agregación. 
- Realizar la determinación del IC50, a partir de la molécula que presentó 
mayor porcentaje inhibitorio. 
- Caracterizar mediante SEC los diferentes tipos estructurales de la α-
sinucleína en presencia de compuestos naturales de origen natural.  
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CAPÍTULO 4 MATERIALES Y MÉTODOS 
  
4.1 Materiales 
  
4.1.1 Biológico 
- Cepas de Escherichia coli BL21 (DE3) 
  
4.1.2 Reactivos y soluciones 
 
4.1.2.1 Clonamiento de α-sinucleína 
 
- Kit de extracción DNA GenElute™ Plasmid Miniprep Kit SIGMA® 
  
4.1.2.2 Generación de células competentes 
 
Solución: 
- Amortiguador de células competentes (SCC): 100 mM KCl, 50 mM 
CaCl2*H2O, 10% glicerol y 10 mM acetato de sodio, pH 6.2 
  
4.1.2.3 Cultivo bacteriano 
 
Reactivos: 
- Stock de Kanamicina 10 mM/mL 
- Stock de Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 1 M 
- Stock de Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100 mM 
  
Soluciones: 
- Medio Luria-Bertani (LB) (Sigma®) para cultivo en matraz 
- Medio LB más base Agar Nutritivo (AN) para cultivo en placas 
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4.1.2.4 Purificación de α-sinucleína mediante HPLC 
 
Materiales: 
- Columna ProPac™ IMAC-10 Thermo Scientific® 
- Filtro MS ® PP Syringe de 25 mm y poros de 0.22 µm 
- Jeringa Microliter™ #710 de 100 µL Hamilton® 
  
Soluciones: 
- 20 mM de imidazol, 500 mM de NaCl, 20 mM de HEPES 
- 500 mM de imidazol, 500 mM de NaCl, 20 mM de HEPES 
- HEPES: acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico 
 
4.1.2.5 Diálisis y concentración de α-sinucleína 
 
Materiales: 
- SnakeSkin® Dialysis Tubing 10 K MWCO, 16 mm dry I.D. 10,6 metros 
Thermo Scientific. 
- SnakeSkin® Dialysis Tubing Clips Thermo Scientific. 
- Filtro concentrador Millipore® Amicon® Ultra-4 de 15 mL 
 
 
Solución: 
- Buffer fosfato-salino 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.76 
mM KH2PO4 
  
4.1.2.6 SDS-PAGE 
 
Reactivos: 
- 4x Tris Cl/SDS pH 8.8 
- 4x Tris Cl/SDS pH 6.8 
- Persulfato de amonio 0.1 mg/mL 
- Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad®) 
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- TEMED (Bio-Rad®) 
- Marcador de proteínas PageRuler Plus #26619 (Thermo Scientific®) 
- Alcohol isopropílico 
 
Soluciones: 
- Solución 30% Acrilamida, 0,8% Bis-acrilamida 
- Solución stock de Azul de Coomassie (0.1% p/v Azul de Coomassie G250, 
2% p/v ácido orto-fosfórico, 10% p/v sulfato de amonio) 
- Solución de trabajo: 80% v/v de la solución stock de Azul de Coomassie, 
20% v/v metanol. 
- Solución de fijación: 40% v/v etanol, 10% v/v ácido acético 
- Solución de lavado: 20% v/v metanol, 15% v/v ácido acético 
 
4.1.2.7 Ensayos in vitro de α-sinucleína  
 
Reactivos: 
- ThT 50 µM 
- DMSO (dimetilsulfóxido) 
 
Soluciones: 
- Diluciones de las moléculas MLC1, MLC2, MLC3, MLC4, MLC5 con las 
siguientes concentraciones: 10 mM, 7,5 mM, 5,0 mM, 2,5 mM, 1,0 mM 
 
4.1.2.8 Separación oligómeros de α-sinucleína mediante SEC 
 
Materiales: 
- Columna BioSep SEC s2000 ® 
- Jeringa Microliter™ #710 de 100 µL Hamilton® 
  
Solución: 
- 50 mM NaH2PO4, pH 6,8 
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4.2 Equipos 
 
- Sonicador Ultrasonic Cleaner SB-100DT 
- Centrifuga Hettich® Universal 320R 
- Termoagitador en seco BOECO® MSH 130 
- Espectrofotómetro Mindray® BA-88A 
- Incubador Shaker Zhicheng® ZHWY 100 B 
- HPLC Youngling YL9100 System 
- Recolector Fraction Collector Gilson FC203B 
- Cámara electroforética Mini-Protean® tetracell, 4-gel system (Bio-Rad®) 
- Fluorímetro Synergy H1 BioTek® 
- Phmetro digital Ohaus ® Starter 2100 
- Refrigerador/Congelador: Daewoo® RF-42151 
- Freezer Panasonic® MDF-U33U-PB 
- Baño Termorregulado: Digisystem® DSB-500D 
- Estufa de incubación Incucell MMM Group. 
- Balanza analítica Adam ® AFA-120LC 
 
 
4.3 Método 
  
4.3.1 Tipo de estudio y lugar de realización 
  
 
    El trabajo corresponde a un estudio de tipo experimental, llevado a cabo en los 
laboratorios de Ciencias Aplicadas a Tecnología Médica (CATEM), ubicados en 
la Universidad Andrés Bello, sede República (República 252). 
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4.3.2 Clonamiento de α-sinucleína humana recombinante 
  
4.3.2.1 Cepa y vector utilizado 
 
  
La transformación y producción in vitro de α-sinucleína, se realizó a partir de 
una cepa de E. coli BL21 (DE3), previamente transformada con el plásmido pET-
28a(+) (Novagen, USA) que incluye: una región T7 para la expresión de genes 
por medio de la T7 RNA Polimerasa, una región que codifica la resistencia a la 
kanamicina, y una secuencia de polihistidina (también llamada Hys-tag). En la 
figura 10 se visualiza el mapa genómico del vector utilizado. 
 
 
4.3.2.2 Amplificación por PCR  
  
 
Antes de iniciado el proceso de amplificación, los tubos donde se dispondrá la 
muestra fueron incubados a 95°C por 3 minutos, asegurando así la completa 
desnaturalización de las hebras de ADN. La amplificación se realizó por 30 ciclos 
de 93°C (0,5 minuto) para la desnaturalización, 1 minuto a 51°C para la 
hibridación y nuevamente 1 minuto a 72°C para la elongación de la hebra de 
ADN. Tras esto, el producto obtenido del PCR fue incorporado y clonado con el 
vector pET-28a(+). 
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Figura 10 Mapa de la estructura del vector pET-28a(+) [68]. 
 
4.3.2.3 Clonaje de α-sinucleína 
 
 
Para llevar a cabo la clonación, fue realizada en el vector pET-28a(+), 
empleando los siguientes cebadores: un iniciador con un sitio de restricción para 
NdeI, y un reverso con un sitio de restricción para HindIII. 
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La mezcla de la reacción incluye 10 pmol de cada cebador previamente 
mencionado, 200 µM de cada dNTP, 1,5 mM MgCl2, y 2,5 unidades de Taq DNA 
Polymerase (GIBCO-BRL) en un volumen final de 50 μL de “PCR buffer” (20 mM 
Tris-HCl, pH 8,4; 50 mM KCl). 
 
 
4.3.3 Cultivo de células competentes 
 
 
Previo a la transformación de las células competentes (CC), fue necesaria la 
producción y cultivo de células que pudiesen incorporar en su interior el vector 
previamente clonado. Inicialmente, se descongeló un tubo eppendorf que 
contenía una cepa de E. coli BL21 (DE3) y se extrajo 100 µL que fueron 
resuspendidos en dos tubos falcon con 10 mL de medio LB cada uno, siendo 
incubados a 200 rpm por 18 horas a 37°C. Para la preparación del medio LB, se 
necesitó 15,5 g de medio LB resuspendido en 1 L de agua destilada, siendo 
posteriormente autoclavado a 121,5°C. Terminado el proceso, a 250 mL del 
medio LB se agregó 5,75 g de AN para la elaboración de las placas de siembra.  
  
Al día siguiente, se adicionó 45 µL de kanamicina 10 mg/mL, a fin de alcanzar 
una concentración de 30 µg/mL en la placa y se realizó la siembra por 
agotamiento de estrías de ambos tubos; el volumen en placa es de 15 mL de 
medio LB más AN. Ambas placas fueron incubadas utilizando una atmósfera 
aeróbica por 18 horas a 37°C en la estufa de cultivo Incucell. Al día siguiente, se 
seleccionaron dos colonias aisladas, y se resuspendieron en 10 mL de medio LB 
cada una, para luego ser incubadas a 200 rpm por 18 horas a 37°C. 
  
Terminado el tiempo de incubación, se realizó un nuevo cultivo en un matraz 
Erlenmeyer donde se agregó 90 mL de medio LB más los 10 mL de la suspensión 
bacteriana previamente incubada, manteniendo una relación 1:10. Además, se 
realizó la lectura de la absorbancia inicial en el Fluorímetro a una longitud de 
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onda de 640 nm, mientras era incubada a 200 rpm hasta alcanzar una densidad 
óptica (DO) de 0,4 – 0,6. Tras alcanzar la DO, se centrifugó a 5.000 rpm por 15 
minutos a 4°C, siendo resuspendido el pellet en 80 mL de la SCC, incubando en 
hielo por 30 minutos. Terminado el tiempo de incubación, se centrifugó a 3.500 
rpm por 20 minutos a 4°C para la separación del pellet y sobrenadante, siendo 
descartado este último y resuspendido en 10 mL de la SCC el pellet obtenido.  
  
Para ser almacenado el pellet, se realizaron alícuotas de 1 mL en tubos 
eppendorf, utilizándose la relación 1:4, la que correspondió a 200 µL de glicerol 
85% y 800 µL de la resuspensión del pellet, respectivamente, siendo almacenado 
a -80°C para su posterior transformación. 
 
 
4.3.3.1 Transformación de las CC 
 
  
Para realizar la transformación, se incubó 300 μL de CC recién descongeladas 
con 3 μL del DNA previamente clonado con el vector, en hielo por 30 minutos. 
Luego, se incubó por 30 segundos a 42°C, para nuevamente incubar en hielo por 
30 minutos. Seguido de esto, se adiciono 1 mL de medio LB e incubó a 140 rpm 
por 1 hora a 37°C. Terminada la incubación, se centrifugó a 2.500 rpm por 5 
minutos para obtención del pellet; el pellet obtenido fue sembrado posteriormente 
en placas con medio LB más AN y kanamicina 30 µg/mL, y se dejó incubando en 
atmósfera aeróbica por 18 horas a 37°C. Al día siguiente, se seleccionaron las 
colonias aisladas, y se comenzó el cultivo y producción de la proteína, debido a 
que las bacterias que pudieron incorporar el vector pudieron crecer en dicho 
medio con el antibiótico. 
 
Desde las colonias aisladas, se realizó un cultivo “piloto” para verificar la 
incorporación del vector, en 10 mL de medio LB, añadiendo 30 µL de kanamicina 
10 mg/mL, con el fin de alcanzar una concentración de 30 µg/mL en el cultivo, 
dejando en incubación a 200 rpm por 18 horas a 37°C. Al día siguiente, se 
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realizaron alícuotas de 1 mL en tubos eppendorf, siguiendo la relación 1:4 antes 
descrita, siendo almacenados a -80°C para ser usados en los cultivos.  
 
 
4.3.4 Cultivo y producción de proteína recombinante 
 
 
Para la realización del cultivo se utilizó uno de los tubos eppendorf almacenado 
a -80°C previamente descongelado en hielo, y se tomó una alícuota de 100 µL 
para ser resuspendida en 80 mL de medio LB dispuesto en un matraz 
Erlenmeyer. Además, se añadió 240 µL de kanamicina 10 mg/mL, alcanzando 
una concentración en el medio de 30 µg/ml, para luego ser incubado a 200 rpm 
por 18 horas a 37°C.  
 
Al día siguiente, se tomó el volumen total del cultivo realizado y se añadió a un 
matraz Erlenmeyer de 250 mL, que contenía 320 mL de medio LB en su interior, 
dejando como volumen final 400 mL, y se dejó en incubación a 200 rpm a 37°C 
hasta alcanzar la DO ideal; la relación utilizada fue de 1:5, que corresponde al 
cultivo bacteriano y al medio LB, respectivamente. Además, se realizó una lectura 
de la absorbancia inicial en el Fluorímetro a una longitud de onda de 640 nm, 
repitiendo el procedimiento cada 20 minutos, hasta alcanzar una DO de 0,4 – 0,6 
para comenzar la inducción de la proteína.  
 
Luego de alcanzar la DO, y previo a iniciar la inducción con IPTG, se extrajo 
una alícuota de 1 mL desde el cultivo, y se almacenó en un tubo eppendorf a -
20°C, con el propósito de cargar un control negativo al momento verificar la 
inducción, mediante una electroforesis. Para comenzar la inducción de la 
proteína, se añadió 400 µL de IPTG 1 M, con el fin de alcanzar una concentración 
final en el cultivo de 1 mM y se dejó incubando a 200 rpm por 3 horas a 37°C. Al 
finalizar el tiempo de inducción, se procedió a la centrifugación del cultivo en un 
tubo falcon de 50 mL a 4.000 rpm por 15 minutos a 4°C, descartando el 
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sobrenadante obtenido, para volver a cargar el tubo con 50 mL del cultivo. Se 
realizaron cuatro ciclos de centrifugación, la cual dejo en solo dos tubos falcon, 
dos pellets correspondientes al cultivo de 400 mL. Los pellets obtenidos fueron 
almacenados a -20°C, hasta su posterior uso.  
 
 
4.3.5 Separación y purificación proteica 
  
 
El pellet obtenido, fue resuspendido con 5 mL de la solución de imidazol 20 
mM, 500 mM de NaCl, 20 mM de HEPES, adicionando 100 µL de PMSF 100 mM, 
que corresponde a un inhibidor de proteasas [62], el cual tuvo una concentración 
final de 2 mM en la solución. A continuación, fue sometido a 3 ciclos que consistió 
cada uno en: sonicación por 5 minutos a 37°C y congelación por 5 minutos a -
80°C; terminado el último ciclo, fue depositado el tubo falcon en el baño 
termorregulado por 5 minutos a 90°C, para luego ser centrifugado a 5.000 rpm 
por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido luego de la centrifugación fue 
pasado por un filtro MS de 0,22 µm, siendo almacenado a -80°C para su posterior 
purificación. 
  
Para el proceso de purificación de α-sinucleína, se utilizó la columna ProPac-
IMAC, siendo optimizados los tiempos de retención y elusión mediante HPLC; la 
cromatografía de tipo IMAC, consiste en la interacción entre un metal 
inmovilizado a una matriz, que en este caso es Cobalto, y una cadena especifica 
de aminoácidos, que para el caso de la α-sinucleína recombinante, es la cola de 
seis histidinas presentes en la región Hys-tag [62,63] Para llevar a cabo la 
purificación, se utilizó un método de retención y elución, basado en la generación 
de un gradiente no isocrático mediante el uso de dos buffers: buffer A que posee 
imidazol 20 mM, NaCl 500 mM, HEPES 20 mM, y el buffer B que posee imidazol 
500 mM, NaCl 500 mM, HEPES 20 mM; ambas con pH 7.4. En la Tabla 1 se 
describe el detalle del gradiente utilizado.  
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Tabla 1 Protocolo para la generación del gradiente de concentración. 
Tiempo (minutos) Buffer A (%) Buffer B (%) Flujo (mL/min) 
0 100 0 0,5 
30 0 100 0,5 
40 0 100 0,5 
 
Para iniciar el método, se cargaron 500 µL del sobrenadante con la jeringa 
Microliter™ en el loop de carga del HPLC, siendo monitorizado el gradiente 
mediante el uso de dos longitudes de onda, una a 215 nm y la otra a 276 nm. Al 
comenzar la aparición del peak en el cromatograma, la cual correspondía a la 
proteína previamente retenida en la matriz y que fue eluida por medio del buffer 
B, comenzó la recolección mediante el Fraction Collection en los tubos de ensayo 
dispuestos en el equipo. Posterior a la recolección, se realizó una electroforesis 
SDS-PAGE para verificar la inducción con IPTG del cultivo, además de la 
purificación del sobrenadante mediante la columna IMAC. 
 
 
4.3.6 Electroforesis de proteínas (SDS-PAGE) 
  
 
Para verificar la correcta inducción y purificación de α-sinucleína, se realizaron 
dos electroforesis SDS-PAGE: la primera, para verificar la inducción se utilizó la 
alícuota correspondiente al control negativo (CN), un pellet inducido con IPTG 1 
mM y el sobrenadante obtenido luego de la separación, y un segundo gel para 
verificar la pureza de la α-sinucleína obtenida mediante purificación utilizando la 
columna IMAC. Se utilizó la metodología descrita por Laemmli [69] para llevar a 
cabo la electroforesis.  
 
En primer lugar, se preparó la solución correspondiente al gel concentrador, 
añadiendo alcohol isopropílico en la superficie, con el fin de aislarlo del oxígeno 
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presente en el exterior, favoreciendo la polimerización del gel. A continuación, se 
eliminó el alcohol dispuesto en la superficie y se añadió la solución del gel 
separador y se colocó el peine para formar los pocillos donde se cargaron las 
muestras, siendo retirado luego de polimerizado el segundo gel. Los volúmenes 
para la preparación de ambos geles para la electroforesis se detallan en la Tabla 
2. 
 
Tabla 2 Volumen para la preparación de dos geles de poliacrilamida preparados al 15% de concentración 
de acrilamida 
Componentes 
Gel concentrador 
(mL) 
Gel separador 
(mL) 
30% acrilamida/ 0.8% Bis-
acrilamida 
7,50 0,650 
4x Tris-Cl/SDS pH 8.8 3,75 - 
4x Tris-Cl/SDS pH 6.8 - 1,25 
H2O 3,75 3,05 
10% Persulfato de amonio 0,05 0,025 
TEMED 0,01 0,005 
 
 
4.3.6.1 Desnaturalización proteica y corrida electroforética 
  
 
Previo a cargar el gel de electroforesis, se alicuotaron 20 µL de cada una de 
las muestras a cargar, siendo para el primer gel el pellet no inducido o CN y el 
pellet inducido, además del sobrenadante obtenido luego de la fase de 
separación, y para el segundo gel el sobrenadante, el eluido que fue obtenido 
luego de la fase de purificación por la columna y la α-sinucleína concentrada, 
posterior al uso de los filtros Amicon®. Además, se adicionó 5 µL de una mezcla 
preparada a partir de 900 µL de 4x “Laemmli Sample Buffer” (3,04 g Tris-base/HCl 
pH 6,8; 40 mL glicerol; 4,0 g SDS; 4 mL β-mercaptoetanol; 2 mg azul de 
bromofenol, y agua destilada aforando a 100 ml) y 100 µL de β-mercaptoetanol, 
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incubando en un agitador termorregulado por 5 minutos a 90°C. Seguido de esto, 
se cargó en el primer carril de ambos geles, 5 µL del marcador de peso molecular 
y desde el segundo hasta el décimo carril según el número de muestras, 15 µL 
de la muestra previamente incubada con la mezcla. La corrida electroforética se 
llevó a cabo a 100 mV por aproximadamente 2 horas. 
 
4.3.6.2 Fijación, tinción y lavado del gel 
  
 
Luego de terminada la corrida electroforética, se retiró el gel de la cámara para 
electroforesis, y se depositó en un pocillo de plástico para comenzar la fase de 
fijación utilizando una solución de 40% de etanol y 10% ácido acético, a 50 rpm 
por 30 minutos. Finalizada la fijación, los geles fueron teñidos utilizando la 
solución de trabajo de azul de Coomassie (80% v/v solución stock de azul de 
Coomassie y 20% v/v metanol), dejándolo a 50 rpm por toda la noche a 20°C. Al 
día siguiente, se retiró la solución de tinción, eliminando los excesos con agua 
destilada y se añadió la solución de lavado que consistía en 20% v/v de metanol 
y 15% v/v de ácido acético, para permitir la visualización del gel. 
 
 
4.3.7 Diálisis y concentración proteica  
 
 
La proteína recolectada fue dializada utilizando la membrana para diálisis 
SnakeSkin®, la cual posee poros de 10 kDa, reteniendo en el interior la α-
sinucleína, permitiendo el paso de las proteínas de menor peso. Para comenzar, 
se preparó la solución de buffer fosfato-salino (descrita en Materiales, Sección 
Diálisis y concentración de α-sinucleína), y se dispuso en un vaso precipitado de 
1 L; previamente la membrana fue ambientada con agua destilada, para luego 
añadir el volumen recolectado en su interior, asegurando ambos extremos con 
los SnakeSkin® Clips, con el fin de evitar la salida de lo recolectado. A 
continuación, se dejó agitando por 1 hora a 200 rpm, para luego cambiar el buffer 
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debido a la saturación del mismo, dejando nuevamente en agitación por 18 horas 
a 200 rpm. 
 
Al día siguiente, la muestra que fue dializada se concentró utilizando un Filtro 
Amicon® con poros de 10 kDa, efectuando el siguiente protocolo: en una fase 
inicial, se centrifugó a 3.500 rpm por 15 minutos a 4°C, para disminuir el volumen 
previamente contenido en el filtro, luego se realizó una segunda concentración a 
3.000 rpm por 5 minutos a 4°C, para disminuir nuevamente el volumen y 
aumentar la concentración proteica contenida en el interior. Seguido de esto, se 
realizó la medición de la concentración, utilizando el Fluorímetro.  
 
 
4.3.8 Medición de la concentración proteica 
 
  
Terminado el proceso de diálisis y concentración de la proteína purificada, se 
determinó la concentración en el Fluorímetro Synergy H1, utilizando una longitud 
de onda de 276 nm que corresponde a Tyr [3,70], siendo calculada la 
concentración mediante la siguiente fórmula: 
  
A=1xԐxC 
  
Donde A corresponde a la Absorbancia, 1 corresponde al diámetro de la 
cubeta utilizada, Ԑ corresponde al coeficiente de extinción molar, y que para α-
sinucleína corresponde a 5.600 M-1 cm-1 [71] y C que es la concentración por 
determinar.  
 
Luego de medida y alcanzada la concentración ideal de α-sinucleína que es 
20 µM, fue alicuotada en 700 µL contenido en tubos eppendorf, siendo 
almacenados a -80°C hasta su utilización en los ensayos in vitro de agregación. 
En el caso de existir concentraciones más bajas de la ideal, se procedió a la 
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concentración centrifugando nuevamente en los filtros Amicon® a 3.000 rpm por 
5 minutos a 4°C, leyendo nuevamente las concentraciones obtenidas en el 
Fluorímetro. 
 
 
4.3.9 Ensayo de agregación in vitro, monitoreado con ThT 
 
 
Los ensayos se realizaron para evaluar el nivel de inhibición que poseían seis 
moléculas derivadas de un extracto proveniente de la planta Rosmarinus 
officinalis, donados por el profesor Carlos Areche del Departamento de Química 
de la Universidad de Chile. Cada una de las moléculas fueron trabajadas en 
ciego, siendo denominadas como MLC1, MLC2, MLC3, MLC4, MLC5 y MLC6, 
respectivamente. 
 
Inicialmente, se preparó un stock de la molécula a 10 mM para luego realizar 
diluciones seriadas con las siguientes concentraciones: 7,5 mM, 5,0 mM, 2,5 mM 
y 1,0 mM, utilizando DMSO como disolvente. Luego, utilizando la dilución 5,0 mM, 
se realizó un screening para obtener el porcentaje de inhibición de las seis 
moléculas en estudio, realizando posteriormente un ensayo de “dosis-respuesta”, 
a partir de la molécula que presentaba mayor actividad, evaluando las cinco 
concentraciones antes descritas.  
 
Para realizar los ensayos, tanto el de screening como el de dosis-respuesta, 
se cargó en una placa de 96 pocillos, 100 µL de PBS correspondiendo al blanco, 
y 100 µL de α-sinucleína 20 µM más 1 µL de DMSO, correspondiendo al control 
de agregación (CA). Para llevar a cabo el screening, se utilizó 100 µL de PBS y 
100 µL de α-sinucleína 20 µM más 1 µL de cada uno de los extractos a 5,0 mM, 
realizando esto último en duplicado. Con respecto al ensayo de dosis-respuesta, 
se utilizó 100 µL de PBS y 100 µL de α-sinucleína 20 µM más 1 µL de las cinco 
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concentraciones de la molécula, realizando en duplicado cada una de ellas. 
Ambos ensayos se dejaron incubando a 37°C por 24 horas a 120 rpm.  
 
Al día siguiente, se retiró una alícuota de 20 µL de cada uno de los pocillos del 
CA y de los que contenían las cinco concentraciones de la molécula, para realizar 
a partir de ella, la separación de las especies formadas en presencia y ausencia 
de la molécula, por medio de la columna SEC; el CA se encuentra en ausencia 
de la molécula. Luego, se adicionó 80 µL de ThT 50 µM a los pocillos del CA y al 
duplicado con las cinco concentraciones de la molécula y 100 µL a los pocillos 
de los blancos con PBS, dejando en incubación a 120 rpm por 1 hora a 37°C. 
Terminada la incubación, se procedió a la lectura del ThT en el equipo Synergy 
H1, utilizando una longitud de onda de excitación a 440 nm y una de emisión a 
480 nm. Las alícuotas obtenidas fueron almacenadas a -80°C para su posterior 
separación.  
 
 
4.3.10 Cromatografía de exclusión molecular (SEC) 
 
 
A partir de las alícuotas obtenidas posterior a las 24 horas de incubación del 
ensayo de agregación de dosis respuesta, se realizó la separación de las 
especies formadas utilizando una columna SEC, la cual se basa en el principio 
de la separación de analitos en base a su tamaño, utilizando HPLC para optimizar 
los tiempos de retención y elusión, similar a lo que sucede con la columna IMAC 
para la purificación. Para llevar a cabo la separación, se realizó un gradiente de 
tipo isocrático, utilizando el buffer NaH2PO4, además de monitorizar la separación 
mediante el uso de las longitudes de onda 276 nm y 215 nm. En la Tabla 3, se 
detalla el tipo de gradiente generado para realizar la separación. 
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Tabla 3 Protocolo utilizado para la generación del gradiente de concentración. 
Tiempo 
(minutos) 
Buffer A (%) Agua (%) Flujo (mL/min) 
0 20 80 0,5 
40 30 70 0,5 
 
 
Para iniciar el método, se cargaron 10 µL de las alícuotas con la jeringa 
Microliter™ en el loop de carga del HPLC. El método duró 40 minutos, sin 
embargo, a los 20 minutos de iniciado el gradiente con el buffer A, comenzó la 
aparición de un peak correspondiente al monómero de la α-sinucleína. Por otro 
lado, luego de cargar el CA, se evidencio un peak a los 10 minutos de iniciado el 
gradiente, correspondiente a las especies de mayor tamaño de la α-sinucleína. 
 
 
4.3.11 Análisis de datos y procesamiento de imágenes 
 
 
Para en análisis cuantitativo de las fluorescencias obtenidas en los ensayos 
de agregación in vitro, se utilizó el programa GraphPad Prism 6. Para el análisis 
de las imágenes se utilizó Adobe Illustrator CS5. Los valores obtenidos del 
Fluorímetro a partir de la fluorescencia del ThT, fueron presentados en promedio 
± error estándar de la media (SEM), realizando el análisis estadístico con ANOVA 
de un solo factor -one way ANOVA- utilizando el Test Dunnett para el análisis de 
la varianza. Los valores menores de *p<0.05 fueron considerados 
estadísticamente significativos. 
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CAPÍTULO 5 RESULTADOS 
 
5.1 Producción de α-sinucleína recombinante 
 
 
Luego del proceso de clonamiento de la secuencia de α-sinucleína, dentro del 
vector pET-28a(+), se procedió a la transformación de bacterias E. coli BL21 
(DE3), para la producción de α-sinucleína recombinante, mediante la inducción 
con IPTG. Además, previo a adicionar IPTG, se obtuvo una alícuota 
correspondiente al CN, utilizado para comparar mediante un SDS-PAGE al 15% 
de acrilamida-bisacrilamida, la correcta inducción del cultivo bacteriano. En la 
Figura 11 se observa el gel obtenido luego de la electroforesis.  
 
 
Figura 11 SDS-PAGE Acrilamida/bis-acrilamida 15%.  
Gel utilizado para verificar la expresión de α-sinucleína, comparando un cultivo inducido con IPTG y un 
cultivo no inducido. El carril P.M. corresponde al Marcador PageRuler™ Plus Prestained Protein Lader, 10 
to 250 kDa (Thermo Scientific ®). Carril A y D: sobrenadante obtenido a partir del CN; no se observa con 
claridad la presencia de una banda más marcada a la altura de los 15 kDa. Carril B y E: sobrenadante 
obtenido de un cultivo inducido con IPTG por 3 horas, observándose la presencia de una banda marcada 
cercana a los 15 kDa, correspondiente a la α-sinucleína recombinante. Carril C y F: eluido obtenido luego 
de la purificación con la columna ProPac-IMAC utilizando HPLC; no se logra distinguir la banda debido a 
que no ha sido concentrada en los filtros Amicon®. 
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5.2 Purificación de α-sinucleína mediante IMAC 
 
 
Posterior a la inducción con IPTG, se procedió a la fase de separación que 
incluía ciclos de sonicado y congelado, a fin de obtener el sobrenadante que 
posteriormente seria purificado mediante la columna ProPac-IMAC. Para llevar a 
cabo la purificación, se utilizó un gradiente no isocrático, monitorizada mediante 
las longitudes de onda 276 nm y 215 nm. El gradiente generado duró 40 minutos, 
sin embargo, a los dos minutos de iniciado, y a una concentración de 89% de 
buffer A y 11% de buffer B, comenzó la formación de un peak en el cromatograma 
que correspondió a la proteína previamente retenida en la matriz y que fue eluida 
por medio del buffer B, siendo recolectada mediante el Fraction Collection en los 
tubos de ensayo dispuestos en el equipo, observándose en la Figura 12 el 
cromatograma generado.  
 
Para confirmar la presencia de α-sinucleína en el sobrenadante que fue 
purificado, se realizó un SDS-PAGE al 15% de acrilamida-bisacrilamida con el 
sobrenadante, el eluido obtenido luego de la purificación y la α-sinucleína 
concentrada utilizando los filtros Amicon® de 10 kDa. En la Figura 13 se observa 
el gel obtenido luego de la electroforesis. 
 
 
Figura 12 Cromatograma generado mediante la purificación de α-sinucleína con la columna IMAC. 
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Para realizar la purificación de la α-sinucleína, se utilizó una columna ProPac-
IMAC, con Co+2 en su matriz. En el loop de carga del HPLC se colocó 500 µL del 
sobrenadante y se inició el método, por medio de la formación de un gradiente a 
partir del buffer A que contiene 20 mM de imidazol, 500 mM de NaCl, 20 mM de 
HEPES y el buffer B que posee 500 mM de imidazol, 500 mM de NaCl, 20 mM 
de HEPES. El monitoreo de la purificación se realizó utilizando dos longitudes de 
onda, 276 nm y 215 nm. 
 
Aproximadamente, a los 2,86 minutos de iniciado el gradiente, se observó el 
inicio del peak correspondiente al monómero de la α-sinucleína, el cual tuvo un 
tiempo de retención de 3,78 minutos debido a que el descenso del peak se 
alcanzó a los 6,62 minutos. El cromatograma obtenido esta realizado a partir de 
la lectura de la longitud de onda de 276 nm. 
 
 
 
Figura 13 SDS-PAGE Acrilamida/bis-acrilamida 15%.  
Gel utilizado para verificar la purificación realizada con la columna ProPac-IMAC, mediante HPLC. El 
carril P.M. corresponde al Marcador PageRuler™ Plus Prestained Protein Lader, 10 to 250 kDa (Thermo 
Scientific ®). Carril A: corresponde al sobrenadante obtenido luego de los ciclos de sonicado y congelado, 
se observa una banda marcada cercana a los 15 kDa, correspondiendo a la α-sinucleína recombinante. 
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Carril B: eluido obtenido mediante purificación con HPLC; se observa una banda débil debido a que no está 
concentrado. Carril C y D: α-sinucleína recombinante, luego de ser dializada y concentrada. 
 
 
5.3 Ensayo in vitro de agregación con ThT 
 
 
Inicialmente, se realizó un screening de la actividad inhibitoria que poseían las 
seis moléculas en estudio, utilizando la concentración de 5,0 mM de cada una de 
ellas. Luego de obtenidas las lecturas de fluorescencia del ThT, se graficaron los 
resultados, calculando los porcentajes de inhibición que presentaban. En la 
Figura 14 se muestra el grafico obtenido luego de comparar las actividades de 
las seis moléculas frente al CA y en la Tabla 4 los porcentajes de inhibición de 
cada una de ellas 
 
Por otro lado, a la molécula 6 se le realizó un ensayo de dosis-respuesta, 
utilizando las cinco diluciones realizadas a partir del stock, sean 7,5 mM, 5,0 mM, 
2,5 mM y 1,0 mM, además del stock que es de 10 mM. A su vez, se graficaron 
las lecturas de fluorescencia del ThT obtenidas en el Fluorímetro, calculando los 
porcentajes de inhibición que presentaban cada una de las concentraciones de 
la molécula en estudio. En la Figura 15 se muestra el grafico de dosis-respuesta 
obtenido y en la Tabla 5, los porcentajes de inhibición de cada una de las 
concentraciones. Además, se determinó el IC50 que presentaba la molécula 6, 
graficándose el resultado en la Figura 16. 
 
Posterior a la realización de la determinación del IC50, y debido a la evidencia 
existente acerca de la capacidad para inducir la agregación que presenta la 
heparina, se realizó un ensayo para confirmar si existía diferencia significativa al 
comparar la actividad inhibitoria que presenta la molécula 6 en presencia y 
ausencia de heparina; cabe recalcar que los ensayos de agregación in vitro se 
llevaron a cabo en ausencia de heparina. En la Figura 17 se observa el grafico 
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obtenido en presencia y ausencia de heparina y en la Tabla 6, los porcentajes de 
inhibición obtenidos en presencia y ausencia de Heparina. 
 
 
Figura 14 Grafico del screening realizado con las seis moléculas. 
 
Ensayo in vitro de screening con las seis moléculas utilizando la dilución 5,0 
mM a partir del stock 10 mM de cada una de ellas, realizándose el ensayo con α-
sinucleína 20 µM, siendo monitorizado con ThT a las 24 horas de incubación. Las 
barras obtenidas corresponden al promedio ± SEM de al menos dos lecturas 
diferentes de fluorescencia, con un p<0.0001, lo que señala que existe diferencia 
significativa entre el CA y los porcentajes de inhibición obtenidos en cada una de 
las barras. Sin embargo, existen diferencias significativas entre las moléculas, 
observándose que la MLC6 presenta el mayor porcentaje de inhibición, 
específicamente de 61% a diferencia de la MLC4 que presentó la menor 
inhibición con un 8%.  Los porcentajes de cada molécula estudiada se describen 
en la Tabla 4. 
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Tabla 4 Porcentajes de inhibición de las seis moléculas en estudio. 
Molécula  Porcentaje de inhibición (%) 
1 15 
2 9 
3 9 
4 8 
5 10 
6 61* 
 
 
 
Figura 15  Grafico del ensayo de agregación in vitro de dosis-respuesta de la MLC6. 
 
Ensayo in vitro de dosis-respuesta utilizando 20 µM de α-sinucleína, además 
de las cinco diluciones de la MLC6, sean 1 mM; 2,5 mM; 5,0 mM; 7,5 mM; 10 
Mm, siendo monitorizado con ThT a las 24 horas de incubación. Las barras 
obtenidas corresponden al promedio ± SEM de al menos dos lecturas diferentes 
de fluorescencia, con un p<0.0001 señalando que existe diferencia significativa 
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entre el CA y los porcentajes de inhibición obtenidos utilizando las cinco 
concentraciones de la MLC6. El mayor porcentaje de inhibición de la agregación 
se observa en la concentración de 75 µM con un 65% de inhibición, seguido de 
100 µM con un 62% de inhibición y 50 µM obteniéndose un 61% de inhibición. 
Los porcentajes se detallan en la Tabla 5.  
 
Tabla 5 Porcentajes de inhibición de las cinco concentraciones utilizadas para el ensayo de dosis-
respuesta. 
Concentración (µM)   Porcentaje de inhibición 
(%) 
10 44 
25 54 
50 61 
75 65 
100 62 
 
 
Figura 16 Determinación del IC50.  
Se determino el IC50 que presentaba la MLC6 luego de realizar el ensayo de dosis-respuesta, 
monitoreado con ThT tras 24 horas de incubación. 
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Posterior a la realización del ensayo de dosis-respuesta, se realizó la 
determinación del IC50, mediante una regresión logarítmica, obteniendo como 
resultado 27,98 µM de la MLC6. 
 
 
 
Figura 17 Comparación de la actividad inhibitoria de la MLC6 en presencia y ausencia de heparina. 
 
Posterior al ensayo de dosis-respuesta con la MLC6, se realizó la comparación 
del porcentaje de inhibición en presencia y ausencia de heparina, utilizando 20 
µM de α-sinucleína y la dilución 10 mM de la MLC6, siendo monitoreada la 
agregación con ThT, luego de 24 horas de incubación. Las barras obtenidas 
corresponden al promedio ± SEM de al menos dos lecturas de fluorescencia 
distintas, con un p<0.0001, lo que señala que existe diferencia significativa entre 
el CA y el porcentaje de inhibición en presencia y ausencia de heparina, sin 
embargo, al analizar ambas condiciones, se observa mayor significancia 
estadística en ausencia de heparina. 
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Tabla 6 Porcentaje de inhibición de la MLC6 
Variable Porcentaje de inhibición (%) 
Con heparina 12 
Sin heparina 62 
 
 
5.4 Separación de especies utilizando columna SEC 
 
 
Posterior a la realización del ensayo de dosis-respuesta y previo a realizar el 
monitoreo con ThT, se obtuvieron alícuotas de 20 µL correspondientes al CA, 
además de las cinco concentraciones de la MLC6 que estuvieron en contacto con 
la α-sinucleína durante la realización del ensayo. Las alícuotas fueron 
almacenadas a -80°C para evitar la posible auto-agregación que fuese a 
presentar la α-sinucleína previo a realizar la separación mediante la columna 
SEC.  
 
Para llevar a cabo la separación de las especies de diferente tamaño de la α-
sinucleína, se utilizó la columna SEC, además de un gradiente isocrático formado 
con el buffer NaH2PO4, con una duración de 40 minutos para permitir la exclusión 
de los analitos en estudio. Por otro lado, al igual que para llevar a cabo la 
purificación por medio de IMAC, para monitorizar la separación se utilizaron las 
longitudes de onda 215 nm y 276 nm.  
 
Inicialmente, se cargaron 10 µL de la alícuota del monómero de α-sinucleína 
de 20 µM, observándose un peak aproximadamente a los 20 minutos de iniciado 
el gradiente. Por otro lado, luego de cargar 10 µL de la alícuota del CA, se 
observó un peak a los 10 minutos de iniciado el gradiente correspondiendo al 
oligómero de la α-sinucleína. Cabe destacar que ambas alícuotas presentaron 
diferentes tiempos de retención en la columna, dado principalmente por el 
tamaño de ambas estructuras proteicas separadas. 
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Figura 18 Cromatogramas obtenidos de la separación de las alícuotas mediante columna SEC 
 
Posterior al ensayo de agregación, se realizó el análisis de las especies 
formadas durante el ensayo de agregación, observándose peaks característicos 
para cada alícuota cargada en la columna SEC. Es importante considerar que 
cada alícuota fue cargada por separado, por lo que se obtuvo un cromatograma 
de cada uno, comparándose posteriormente los datos obtenidos a fin de 
evidenciar las diferencias entre cada uno.  
 
Con respecto al cromatograma A, se observa la comparación del monómero 
de α-sinucleína y el CA, observándose la diferencia en el peak formado 
aproximadamente a los 10 minutos, presentándose solamente en el 
58 
 
cromatograma de la alícuota del CA. La alícuota de la α-sinucleína de 20 µM, 
solo se presentó un peak cercano a los 20 minutos de iniciado el gradiente. A su 
vez, al realizar la comparación en el cromatograma B, entre el CA y la MLC6, se 
obtuvo solo un peak cercano a los 20 minutos, correspondiendo a especies de 
menor tamaño, debido a la similitud con el tiempo de retención que presentaba 
el monómero de la proteína. 
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CAPÍTULO 6 DISCUSIÓN 
 
 
Los ensayos in vitro constituyen una herramienta necesaria para la búsqueda 
de nuevas moléculas que puedan interactuar en el proceso de agregación que 
sufre la α-sinucleína en la EP. En la actualidad, se ha descrito la capacidad de 
algunas moléculas de interactuar de diferentes formas, algunas de ellas actúan 
directamente en el proceso de agregación, impidiendo la formación de 
oligómeros insolubles, evitando la formación de una fibra amiloide completa, y 
otras han descritos la actividad anti-citotóxica, debido a que la molécula logra 
impedir la unión de la fibra amiloide a la membrana celular [58]. Estas moléculas 
forman parte del grupo de los polifenoles, y en la actualidad se ha comprobado 
su actividad antioxidante, con gran participación en la disminución del avance de 
las enfermedades neurodegenerativas en general [53-58]. Es por esto, que se 
evalúo el efecto inhibitorio que poseían seis moléculas provenientes de la planta 
Rosmarinus officialis, debido al efecto antioxidante que posee gracias a la 
presencia de diversas moléculas de características polifenólicas [55], 
específicamente grupos oxidados en posición 3-4 ortho quinona [53,54], la cual 
se asemeja a la estructura química de la dopamina; un neurotransmisor 
involucrado en la disminución de las especies oligoméricas que se generan 
fisiológicamente en el interior de las células dopaminérgicas [11,12].  
 
Para ello, se realizaron ensayos de agregación in vitro utilizando α-sinucleína 
recombinante, obtenida a partir del clonamiento de la secuencia de la proteína 
en el vector pET-28a (+), para posteriormente transformar células competentes 
obtenidas de cultivos de E. coli BL21 (DE3). El vector utilizado posee dentro de 
su estructura un gen que codifica para la resistencia a antibióticos, un gen lacI 
que codifica para el represor lac y la región con la α-sinucleína insertada rio abajo 
del promotor T7 RNA. Dentro del genoma de la E. coli existe la región lacO la 
cual, luego de unirse lactosa o un análogo de ella como el IPTG, permite que la 
T7 RNA polimerasa, pueda transcribir los genes ubicados rio abajo [64], 
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coincidiendo con la presencia de α-sinucleína, además de incorporar un tag de 
polihistidinas en la región N-terminal [65]. La utilización de un antibiótico, como 
es la kanamicina durante el cultivo bacteriano, facilita la obtención de clones que 
hayan sido capaces de incorporar dentro de su material genético el vector, debido 
a que el vector utilizado posee una región de resistencia a dicho antibiótico [68]. 
Previo a la inducción con IPTG, es necesario alcanzar una DO comprendida entre 
0,4 – 0,6, la cual coincide con la mitad de la fase de desarrollo y multiplicación 
bacteriana, previo a llegar a la fase estacionaria, donde se produce el 
agotamiento del medio cultivo, y la inducción de proteasas [62]. Para comprobar 
la inducción, se realizó un SDS/PAGE al 15% de acrilamida-bisacrilamida, 
comparándose el pellet obtenido luego de la centrifugación, antes y después de 
adicionar IPTG al cultivo bacteriano, observándose una banda marcada a los 15 
kDa coincidiendo con el peso molecular de la α-sinucleína, que es de 14 kDa [14]. 
 
Posterior a la inducción, se realizó la purificación de la α-sinucleína utilizando 
una columna ProPac-IMAC que poseía Co+2 en su matriz, la cual interacciona 
con la cola de histidinas presentes en la región N-terminal de la proteína [65]. 
Además de la resina con el metal incorporado, es necesaria la utilización de 
buffers que generen la fase móvil necesitara para llevar a cabo la retención y 
elusión de la proteína, es por esto, que para llevar a cabo la purificación se 
utilizaron concentraciones de NaCl 500 mM e imidazol 20 mM, debido a que a 
bajas concentraciones de imidazol, se logra disminuir el número de proteínas que 
se unen inespecíficamente a la matriz, debido a que el imidazol participa como 
un análogo de la histidina [64]. Por otra parte, al aumentar la concentración de 
imidazol sobre los 100 mM, actúa eluyendo competitivamente las uniones de la 
cadena de histidinas de la matriz [62-64].  
 
Para la visualización de la α-sinucleína obtenida mediante purificación, se 
realizó un SDS/PAGE al 15% de acrilamida-bisacrilamida, de tres muestras 
obtenidas durante el proceso de purificación. La primera corresponde al 
sobrenadante obtenido luego de la fase de separación del cultivo bacteriano, 
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observándose una banda marcada en el gel cercana a los 15 kDa, 
correspondiente a la α-sinucleína, además de una serie de bandas superiores a 
los 25 kDa, correlacionándose con la presencia de restos bacterianos resistentes 
a los cambios de temperatura. Además, fue necesaria la recolección de la elusión 
de la columna, correspondiendo a la α-sinucleína pura, sin embargo, no se logra 
apreciar claramente la banda debido a que no ha sido concentrada, por lo que, 
para confirmar el tamaño de la proteína purificada, fue necesario concentrar la 
elusión obtenida mediante filtros Amicon® con poros de 10 kDa y cargar lo 
obtenido en el gel, permitiendo visualizar una única banda cercana a los 16 kDa 
(incluyendo el His tag) correspondiendo a la α-sinucleína pura.  
 
En la actualidad existen otro tipo de técnicas para la purificación de proteínas, 
como la cromatografía por exclusión molecular (SEC), la cual se basa 
principalmente en la separación de proteínas en base a su tamaño [66] bajo 
condiciones que preserven su actividad biológica, utilizando longitudes de onda 
en el espectro UV para la realización del cromatograma y obtención de los peak 
característicos para cada analito [67], sin embargo, es necesario la confirmación 
de las elusiones obtenidas a partir de esa columna, por lo que Huang y sus 
colaboradores describen la utilización de la fluorescencia intrínseca de la Tyr, 
utilizando una longitud de onda de 303 nm para realizar la detección especifica 
de dicho aminoácido en la elusión obtenida de la columna SEC [72], 
correlacionándose con las longitudes de onda utilizadas en este estudio para 
realizar los ensayos de agregación, los cuales, además de ser monitoreados con 
ThT fueron evaluados utilizando el tiempo de resolución de la Tyr que posee una 
longitud de onda para excitación máxima de 276 nm y una de emisión máxima a 
303 nm. Por otra parte, Hage describe la utilización de ambas metodologías para 
la purificación de proteínas, denominándola ImadSEC [73]. Sin embargo, la 
columna IMAC dada su capacidad de purificación más específica debido a la 
interacción del metal con la secuencia aminoacídica presente en la proteína 
recombinante, nos permite discriminar entre las especies eludidas, a diferencia 
de la columna SEC que solo separa por tamaño todos los analitos contenidos en 
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la muestra, por lo que posee mayor utilidad en la separación de las especies 
formadas, posterior al ensayo de agregación, debido a que se podrían comparar 
tanto los tamaños de las estructuras oligoméricas de la α-sinucleína, como las 
formadas luego de interaccionar con el polifenol.  
 
Luego de la purificación de la α-sinucleína, se realizó la medición de la 
concentración utilizando una longitud de onda de 276 nm, que corresponde a Tyr, 
a su vez, se describe que la absorción de las proteínas generalmente es cercana 
a 280 nm tanto para Tyr como el Trp [61], por lo que se correlaciona con la 
longitud de onda utilizada, sin embargo, en nuestro estudio detectamos que al 
realizar el cálculo de la concentración utilizando ambas longitudes de onda, 
existía una diferencia de ~10 µM, afectando el cálculo de la concentración ideal 
descrito por Narkiewicz, que corresponde a 45 µM [34]. Es por esto, que además 
de la lectura de absorbancia, se realizó la lectura de la fluorescencia intrínseca 
de la Tyr, utilizando las longitudes de onda 276 nm para excitación y 303 nm para 
la emisión de fluorescencia [61,74], confirmando la concentración real que poseía 
la α-sinucleína antes de realizar los ensayos in vitro de agregación. Huang refiere 
el uso de una longitud de onda de 275 nm para excitación de Tyr [72], a diferencia 
de Lorenzen y sus colaboradores, que utilizaron una longitud de onda de 280 nm. 
 
Factores externos participan en el proceso de agregación de la α-
sinucleína 
 
Además de la medición de la concentración para realizar el ensayo, es 
necesario tener en consideración diversos factores externos que influyen en el 
proceso de agregación de la α-sinucleína [34], específicamente disminuyendo la 
actividad inhibitoria que puedan presentar los polifenoles en el ensayo de 
agregación in vitro; algunos de los factores observados fueron: heparina, 
temperatura, agitación y concentración.  
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Con respecto a la heparina, diversos estudios la describen como un acelerador 
de la agregación, debido a la capacidad que posee de generar especies 
oligoméricas capaces de formar fibras amiloides, debido a que facilita la 
interacción entre oligómeros para formar la fibra completa [75-76]. Torres-Bugeau 
describe el aumento exponencial que sufre la intensidad de la fluorescencia 
emitida por el ThT al estar en contacto con heparina, concluyendo que dicho 
incremento no se correlacionaría con la cinética de la agregación, debido a que 
demostró que posterior a la incubación de la α-sinucleína con heparina por 1 
hora, el ThT no logró evidenciar la presencia de agregación de la proteína [75].  
 
Por otro lado, Narkiewicz y sus colaboradores describen el efecto de la 
temperatura en la fase inicial del proceso de agregación, señalando su 
participación en las interacciones hidrofóbicas de la α-sinucleína, debido a los 
cambios estructurales producidos durante la incubación, además de la tendencia 
a la formación de especies oligoméricas parcialmente unidas entre ellas [34]. A 
su vez, Torres-Bugeau señala la participación de la temperatura en la formación 
de oligómeros de tipo amiloide [75]. A lo largo de nuestro estudio se detectó que 
la temperatura juega un rol específico en las actividades de los polifenoles, 
debido a qué, si comparamos la actividad inhibitoria a 25°C, esta es menor a la 
obtenida a una temperatura de 37°C. Por lo tanto, es importante la realización de 
estudios que sean capaces de confirmar los tipos de estructuras que se generan 
utilizando ambas temperaturas, permitiendo evaluar si la actividad inhibitoria es 
dependiente de la temperatura o no. 
 
Diversos estudios señalan que la agitación juega un rol crucial en la cinética 
del proceso de agregación de la α-sinucleína, debido a la disminución de la fase 
inicial [38], sin embargo, no se tiene certeza acerca de las estructuras que se 
forman en relación con la velocidad utilizada, existiendo la teoría de la formación 
de especies parcialmente unidas de α-sinucleína, así como también, la formación 
de intermediarios de la fibrilización [34]. Narkiewicz señala que la agitación 
incrementa la colisión entre las especies monoméricas y oligoméricas con las 
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fibras amiloides, describiendo el uso de velocidades comprendidas entre 120 rpm 
hasta 1.000 rpm [34]. Deas, Cremades, Lorenzen y Nielsen, describen el uso de 
una agitación orbital para la obtención de especies oligoméricas, utilizando 200 
rpm ambos, 900 rpm y 300 rpm, respectivamente [44-45,58,76]. Previamente, 
nuestros ensayos de agregación in vitro, los realizamos utilizando una velocidad 
de 100 rpm, sin embargo, no alcanzábamos valores altos de fluorescencia luego 
de adicionar ThT, por lo que decidimos aumentar la velocidad de agitación a 150 
rpm, obteniendo lectura más altas de fluorescencia, siendo similares a las 
descritas en la literatura, permitiendo correlacionar dicho aumento a la formación 
acelerada de especies oligoméricas ricas en hoja-β [59], aunque dicho aumento 
de la fluorescencia no se correlacionaba con el porcentaje de inhibición que 
poseían los polifenoles, debido a que si se comparaba la incubación de las seis 
moléculas a 150 rpm, el porcentaje de inhibición era inferior, a cuando se 
realizaba el ensayo a 120 rpm, siendo similar a la velocidad mínima, descrita por 
Narkiewicz para llevar a cabo el ensayo de agregación [34].  
 
Para llevar a cabo un ensayo de agregación exitoso, Narkiewicz señala que se 
debe utilizar una concentración entre 35 a 70 µM de α-sinucleína, considerando 
una concentración ideal de 45 µM y una concentración mínima de 14 µM para 
llevar a cabo el ensayo in vitro [34]. Sin embargo, tanto el screening como el 
ensayo de dosis-respuesta, se realizaron utilizando una concentración de 20 µM, 
debido a que, a concentraciones superiores de α-sinucleína, el efecto inhibitorio 
de los polifenoles estudiados era inferior.  
 
Para realizar la monitorización del proceso de agregación se utilizó ThT debido 
a su capacidad de unión específica a la hoja-β presente en las fibras amiloide 
[3,59-61]. Biancalana describe la unión del ThT con las laminillas de hoja-β 
formadas durante la agregación [59], correlacionándose con lo descrito por 
Mučibabić, que señala que el ThT se une específicamente a la hoja-β presente 
en las estructuras secundarias y la fibra amiloide formada a partir de α-sinucleína 
[77], siendo directamente proporcional la presencia de dichas estructuras 
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secundarias con la intensidad de la emisión de fluorescencia [59], permitiendo 
monitorear el proceso de agregación junto a la formación de estructuras durante 
dicho periodo, permitiendo describir la presencia de la fase inicial o lag-phase, la 
fase de crecimiento exponencial y la fase estacionaria [33,71]. El ThT luego de 
ser añadido al ensayo, se dejó incubando por 1 hora a 120 rpm, leyendo 
posteriormente la excitación y emisión de fluorescencia del marcador, utilizando 
una longitud de onda a 440 y 480 nm, graficando las lecturas del screening y del 
ensayo de dosis-respuesta.  
 
Posterior a la lectura de fluorescencia del ensayo de screening, se observó 
que la MLC6 presentaba un 61% de actividad inhibitoria a diferencia de la 
actividad del resto de las moléculas, sean las moléculas 1-5 con los porcentajes 
de inhibición 15%, 9%, 9%, 8%, 10%, respectivamente. Dado los resultados 
obtenidos acerca de la diferencia significativa que presentaba la MLC6 en 
comparación de las otras, se realizó un ensayo de dosis-respuesta, obteniendo 
el máximo porcentaje de inhibición en la concentración 75 µM; específicamente 
65% de inhibición. Por otro lado, al realizar el cálculo del IC50 por medio de una 
regresión logarítmica, se obtuvo que dicha concentración corresponde a 27,98 
µM de la MLC6. 
 
Dada la evidencia existente acerca de la inducción de la agregación por parte 
de la heparina [75-76], se realizó la comparación de la actividad inhibitoria que 
presentaba la MLC6 a 10 mM en presencia y ausencia de heparina, siendo 
monitorizado por ThT. Luego de adicionar el ThT, se observó que la α-sinucleína 
en presencia de heparina, presentaba una menor actividad inhibitoria, 
específicamente 12%, a diferencia cuando está en ausencia de la misma 
presentando una actividad inhibitoria de 62%. Este fenómeno se produce debido 
a que la heparina promueve la formación de la fibra amiloide [74-75], dificultando 
la interacción del polifenol con los monómeros de α-sinucleína. Sin embargo, es 
necesario considerar la realización de estudios que nos permitan confirmar el tipo 
de estructuras formadas en presencia y ausencia de heparina, además de la 
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influencia en el tipo de estructuras formadas en presencia del polifenol, al estar 
en contacto con heparina. En la Figura 17 se observa el grafico comparando la 
actividad inhibitoria del polifenol en presencia y ausencia de heparina.  
 
Además de los ensayos de agregación, se realizó la separación de las 
estructuras formadas en el CA utilizado en el ensayo de agregación, además de 
la α-sinucleína en presencia de la MLC6. Para ello, se utilizó la columna BioSep 
s2000, la cual corresponde a una columna de tipo SEC, capaz de separar 
analitos, proteínas o agregados en relación a su tamaño [66-67], utilizando la 
metodología del HPLC para optimizar los tiempos de retención y elusión 
generados con el buffer NaH2PO4. Para llevar a cabo la separación, se cargó 10 
µL de la alícuota del CA, así como de la α-sinucleína en presencia de la MLC6, 
observándose diferencias en los cromatogramas.  
 
A los 22 minutos de iniciado el cromatograma de la α-sinucleína de 20 µM, se 
observó un peak significativo, siendo identificado como el monómero de la 
proteína, con un tiempo de retención de ~2 minutos. Sin embargo, luego de 
cargar el CA, comenzó la aparición de un peak a los 10 minutos de iniciado el 
gradiente correspondiendo a una especie de mayor tamaño, siendo identificada 
como el oligómero de la α-sinucleína, con un tiempo de retención de 1,7 minutos, 
además de un peak a los 22 minutos con un tiempo de retención similar al 
monómero. En un estudio realizado por Ardah y sus colaboradores, describieron 
la presencia de un peak cercano a los 10 minutos en la columna SEC, 
denominándolo como una estructura oligomérica de la α-sinucleína [78].   
 
A su vez, luego de cargar la alícuota que contenía la α-sinucleína más la 
MLC6, comenzó la aparición de un peak cercano a los 23 minutos, con un tiempo 
de retención de ~0,4 minutos, coincidiendo con el peak monomérico, pero con 
una mayor altura que el CA. Lorenzen, luego de probar el efecto de un polifenol 
presente en el té verde, describió su efecto de dos maneras, el primero es que 
actúa remodelando la fibra amiloide, formando especies no toxicas, y por otra 
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parte, generando especies monoméricas debido a su acción en el inicio del 
proceso de agregación [58], siendo similar al efecto observado con la MLC6, 
específicamente en la estabilización de las especies monoméricas debido al 
aumento en el peak del tiempo de retención del monómero de α-sinucleína, 
además de la ausencia de una estructura más grande tipo oligómero. Sin 
embargo, es necesario confirmar el peso molecular que poseen cada una de las 
estructuras presentes en los peak obtenidos de la columna SEC, ya sea en 
presencia como en ausencia del polifenol en estudio. En la Figura 18, se 
observan los cromatogramas obtenidos de la columna SEC con el peak 
correspondiente al monómero de α-sinucleína, el CA y la α-sinucleína en 
presencia de la MLC6.  
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CAPÍTULO 7 CONCLUSIÓN 
  
  
 A lo largo de este estudio, se estudió el efecto inhibitorio de una serie de 
polifenoles provenientes del Rosmarinus officialis, debido a que en la actualidad 
se ha descrito como una planta con capacidades antioxidantes, dados los tipos 
de moléculas que posee [55]. Es por esto, que se probó la capacidad de inhibición 
de seis moléculas provenientes del extracto, así como también, cinco diluciones 
a partir de un stock de cada una de ellas. 
 
Es importante considerar que efectivamente el proceso de agregación de la α-
sinucleína puede ser intervenido mediante la interacción de moléculas con 
capacidades antioxidantes, evitando la formación de especies amiloides, así 
como también promoviendo la estabilización de estructuras monoméricas [53-
55,58]. Es por esto, que se realizó un screening de las seis moléculas utilizando 
la dilución 5,0 mM del polifenol, y 20 µM de la α-sinucleína, siendo monitorizado 
mediante ThT a las 24 horas de incubación. De acuerdo con las lecturas 
obtenidas, se observó que solo una de las seis moléculas presentó un porcentaje 
de inhibición significativo frente al resto de las moléculas probadas; 
específicamente, la MLC6 presentó un 61% de inhibición, seguida de la MLC1 
con un 15% de inhibición, la MLC5 presentó un 10% de inhibición, la MLC2-3 un 
9% de inhibición y finalmente, la MLC4 un 8% de inhibición.  
 
Posterior al screening, se realizó un ensayo de dosis-respuesta utilizando 
cinco concentraciones de la MLC6, específicamente 100 µM; 75 µM; 50 µM; 25 
µM y 10 µM, siendo monitorizado con ThT tras 24 horas de incubación, 
observándose que 75 µM presentó el mayor porcentaje de inhibición, con un 
65%, seguido de 100 µM con un 62%, 50 µM con un 61%, 25 µM con un 54% y 
finalmente, 10 µM presentó un 44%. Por otra parte, se realizó el cálculo del IC50 
a partir de una regresión logarítmica, obteniendo que se necesita 27,98 µM de la 
MLC6 para alcanzar la mitad del efecto inhibitorio de dicho polifenol. 
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Los ensayos de agregación in vitro se realizaron utilizando 20 µM de α-
sinucleína en ausencia de heparina, difiriendo de la concentración ideal descrita 
por Narkiewicz que es de 45 µM, aunque correlacionándose con la concentración 
mínima para llevar a cabo el ensayo que es de 14 µM [34]. 
 
Es importante destacar que el monitoreo de la agregación se realizó utilizando 
el marcador fluorescente ThT, debido principalmente a su capacidad de unirse 
específicamente a la hoja-β presente en las fibras amiloides, así como también, 
a las laminillas de hoja-β formadas durante la agregación [59,77], permitiéndonos 
discernir acerca del efecto de los polifenoles en estudio, en relación a las lecturas 
de fluorescencia, debido a que la intensidad de la emisión es directamente 
proporcional a la presencia de estructuras secundarias [59]. No obstante, es 
necesario considerar la presencia de variables como la heparina al momento de 
ser utilizada en los ensayos de agregación, debido a que se ha reportado el 
aumento exponencial en la fluorescencia, sin correlacionarse con la cinética de 
la agregación, a pesar de inducir la oligomerización de la α-sinucleína [75-76]. Es 
por esto, que posterior a los ensayos de dosis-respuesta, se determinó el efecto 
de la heparina frente a la capacidad inhibitoria de la MLC6, comparándose la 
actividad en presencia y ausencia del inductor, obteniéndose, luego de 24 horas 
de incubación una diferencia significativa entre ambos porcentajes de inhibición, 
específicamente se obtuvo un 12% de inhibición en presencia y un 62% en 
ausencia del inductor. 
 
Dados los resultados obtenidos durante el monitoreo de la agregación a lo 
largo del estudio, se concluyó que el ThT es efectivo a la hora de permitir la 
cuantificación de hoja-β presente en el ensayo de agregación in vitro [59], sin 
embargo, es necesaria la utilización de metodologías diferentes para corroborar 
dicha información, siendo la separación por medio de columna SEC, una 
herramienta importante para discernir acerca del tamaño y tiempo de retención 
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[66-67] que poseen las estructuras formadas en presencia y ausencia del 
polifenol en estudio. 
 
Finalmente, la búsqueda de moléculas con capacidad anti-agregante, 
constituyen un campo aun no explorado en su totalidad, debido a la gran cantidad 
de polifenoles presentes en la dieta [56-57], sin embargo, es importante 
considerar que son necesarios estudios posteriores que permitan confirmar el 
tipo de estructuras formadas en presencia del polifenol, para realizar estudios a 
nivel celular para lograr identificar el efecto que poseen cada uno de ellos, a fin 
de buscar moléculas que logren disminuir la formación de especies oligoméricas, 
y por consecuencia, el avance de la patogenia de la EP [3,5]. 
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